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RESUMO 

Em pacientes diabéticos, níveis plasmáticos elevados do fator de von Willebrand 

(fvW) e reduzidos da ADAMTS13 e do peptídeo C têm sido associados às 

complicações da doença. O presente estudo tem como objetivo investigar alterações 

renais, hemostáticas e inflamatórias em modelo animal de diabetes tipo 1 (DM1) 

induzido pela estreptozotocina e avaliar o papel do peptídeo C sobre estas 

alterações na doença renal do diabetes. A alteração renal nos camundongos 

diabéticos foi caracterizada por hiperfiltração glomerular, com aumento da excreção 

urinária de albumina e creatinina, o que é comumente observado na fase inicial da 

nefropatia diabética. Não foi observada diferença significativa entre os níveis de 

ADAMTS13 e fvW no plasma, entretanto, os níveis de ADAMTS13 urinários foram 

significativamente maiores no grupo diabético quando comparado ao controle. Além 

disso, houve aumento da expressão hepática de ADAMTS13 no grupo diabético. 

Ainda, os níveis urinários da ADAMTS13 correlacionaram com os níveis de glicose, 

a microalbuminúria, a creatinúria e citocinas inflamatórias mostrando que a perda 

urinária da protease é proporcional à glicemia e à disfunção e inflamação renal. O 

tratamento com peptídeo C não reduziu a glicemia e a excreção renal de albumina, 

creatinina e ADAMTS13. No entanto, o peptídeo C parece diminuir o processo 

inflamatório no rim, uma vez que houve redução significativa da perda de IL17 e IL10 

no grupo diabético tratado quando comparado ao grupo diabético não tratado com 

peptídeo C, além de aumento na expressão gênica renal de IL10 e ADAMTS13.  

Concluímos que no modelo animal de DM1 com doença renal inicial não há 

alteração nos níveis de fvW e ADAMTS13 no plasma, apesar da maior perda 

urinária de ADAMTS13, sugerindo que o aumento da expressão gênica hepática é 

fator importante na manutenção dos níveis plasmáticos desta protease. Além disso, 

a perda de ADAMTS13 na urina acompanha a doença renal e complicações 

metabólicas e inflamatórias do diabetes, sendo que o peptídeo C pode ter um efeito 

anti-inflamatório no rim do animal diabético. 

 

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

inflamação. 
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ABSTRACT 

In diabetic patients, high plasma levels of von Willebrand factor (vWF), 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 T1DM 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) consiste em um distúrbio metabólico decorrente da 

destruição progressiva das células β das ilhotas pancreáticas, levando à ausência 

progressiva e completa de insulina. Caracteriza-se pela presença de hiperglicemia, 

mas também por danos, disfunção e falência de vários órgãos (IDF, 2017; WHO, 

2016). 

Sabe-se que a hiperglicemia é a principal causa de disfunção endotelial no diabetes. 

O endotélio tem o papel fundamental de manter a homeostase da vasculatura por 

meio, principalmente, da produção de óxido nítrico (NO), o qual é sintetizado pela 

enzima óxido nítrico sintase endotelial 3 (NOS3), também conhecida como eNOS 

(endothelial nitric oxide synthase). No paciente hiperglicêmico, o aumento do 

estresse oxidativo pode levar ao desacoplamento da eNOS, diminuição da sua 

atividade e, consequentemente, menor produção de NO, o que pode culminar com 

uma disfunção do endotélio com aumento da pressão arterial e maior probabilidade 

de formação de trombos (Hadi e Suwaidi, 2007; Forst et al., 2008). 

Alguns estudos têm evidenciado aumento nos níveis do fator de von Willebrand 

(fvW) e atividade reduzida da enzima ADAMTS13 (a desintegrin and metalloprotease 

with thrombospondin type I motifs, member 13) em pacientes diabéticos, o que está 

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 glicoproteína sintetizada nos megacariócitos e células 

endoteliais, envolvida na adesão de plaquetas ao subendotélio vascular e na 

formação de trombos. O fvW pode ser um marcador de lesão e disfunção endotelial, 

uma vez que seus níveis plasmáticos aumentam quando as células endoteliais são 

lesadas (Stehouwer et al., 1995). 

A concentração plasmática do fvW é influenciada pela ADAMTS13, uma enzima 

proteolítica responsável pela degradação dos grandes multímeros do fvW. Esta 

enzima é sintetizada principalmente pelo fígado, mas também é expressa nas 

plaquetas, nas células endoteliais e nos rins (Bowen e Collins, 2006). Nos pacientes 

com diabetes e alteração da função renal, os mecanismos envolvidos na alteração 

dos níveis plasmáticos da ADAMTS13 ainda não estão bem estabelecidos. No 
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entanto, estudos têm demonstrado a perda da ADAMTS13 na urina; degradação da 

ADAMTS13 por proteases plasmáticas; e síntese hepática e/ou renal reduzidas da 

ADAMTS13 (Manea et al., 2010; Ono et al., 2006; Cao et al., 2008).  

Também existem evidências de que a resposta inflamatória e o estresse oxidativo, 

desencadeados pela hiperglicemia, são fatores importantes no desenvolvimento e 

progressão das complicações microvasculares em pacientes com DM1. Citocinas 

inflamatórias como fator de necrose tumoral alfa (TNFα), interleucina 1 beta (IL1β) e 

interleucina 6 (IL6), assim como as espécies reativas de oxigênio (ROS, reactive 

oxygen species), desempenham papel crucial no processo fisiopatológico destas 

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

Acompanhando a diminuição da produção da insulina, o DM1 também é 

caracterizado por baixos níveis plasmáticos de peptídeo C. Até recentemente, 

acreditava-se que o peptídeo C era responsável apenas por facilitar o dobramento 

correto da molécula de pró-insulina e permitir a formação de pontes dissulfeto entre 

as cadeias. No entanto, novas evidências sugerem que este peptídeo possa ter 

algum papel biológico, como na prevenção de algumas complicações do diabetes 

(Hills et al., 2010; Wahren e Larsson, 2015). Um estudo clínico realizado pela DCCT 

(Diabetes Control and Complications Trial) revelou que a persistência de pequena 

secreção de peptídeo C em pacientes com DM1 está associada a melhor controle 

glicêmico quando comparado aos pacientes diabéticos que não possuem mais a 

secreção do peptídeo. Além disso, a secreção residual deste peptídeo também foi 

associada a um menor risco para complicações microvasculares (Lachin et al., 

2014). 

O tratamento com peptídeo C em camundongos e ratos diabéticos demonstrou 

efeitos benéficos na nefropatia e neuropatia, além de atividade antitrombótica 

(Lindenblatt et al., 2006; Samnegard et al., 2001; Cotter et al., 2003). A 

administração deste peptídeo em animais ainda foi associada ao aumento do fluxo 

sanguíneo microvascular, melhora da função endotelial, aumento na expressão do 

gene da eNOS e da produção de NO (Scalia et al., 2000; Kitamura et al., 2003).  

Considerando que o diabetes está associado ao aumento no risco de 

desenvolvimento de doenças ateroscleróticas e que os mecanismos fisiopatológicos 
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responsáveis pelas alterações dos níveis plasmáticos do fvW e da ADAMTS13 ainda 

não foram completamente elucidados, o estudo destes marcadores pode ajudar a 

compreender melhor a relação entre o diabetes e as complicações vasculares. Além 

disso, o peptídeo C vem se mostrando um agente que retarda o desenvolvimento 

das micro e macroangiopatias, podendo estar associado a alterações da expressão 

gênica e/ou níveis dos marcadores de hipercoagulabilidade, marcadores 

inflamatórios e de estresse oxidativo. Dessa forma, o presente estudo objetiva o 

conhecimento dos mecanismos envolvidos neste processo e do potencial benefício 

do tratamento com este peptídeo, o que poderá no futuro contribuir com a redução 

do risco de complicações crônicas no DM1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

6 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1  Diabetes mellitus 

O diabetes mellitus (DM) é uma síndrome metabólica de origem múltipla, decorrente 

de defeito da secreção de insulina e/ou da sua ação, levando ao aumento da 

concentração de glicose no sangue (hiperglicemia) (IDF, 2017). O estado 

hiperglicêmico pode causar, a longo prazo, danos, disfunção e falência de vários 

tecidos e órgãos, especialmente rins, retina, nervos, coração e vasos sanguíneos 

(WHO, 2016).  

A hiperglicemia se manifesta por sintomas como poliúria, polidipsia, perda de peso, 

polifagia e visão turva. Nos casos mais severos, podem ocorrer complicações 

agudas como a cetoacidose diabética e a síndrome hiperosmolar hiperglicêmica não 

cetótica. A longo prazo, o DM está associado à retinopatia com o risco de cegueira, 

nefropatia que pode levar à falência renal e neuropatia, com risco de formação de 

úlceras nos pés, amputações, osteoartropatia (pé de Charcot) e manifestações de 

disfunção autonômica, incluindo disfunção sexual (WHO, 1999). 

Dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia mostram que a hipertensão e o 

diabetes mellitus consistem nos dois principais fatores de risco para o 

desenvolvimento da doença renal crônica (DRC) (Sesso et al., 2016). Além disso, o 

risco de desenvolvimento de nefropatia é de cerca de 30% nos diabéticos tipo 1 e de 

20% nos diabéticos tipo 2 (Romão Junior, 2004).  

O DM e as outras alterações na regulação glicêmica (tolerância à glicose diminuída 

e glicemia de jejum alterada) são frequentes na população adulta e estão 

associados ao desenvolvimento de doença cardiovascular e complicações 

microvasculares. O diagnóstico precoce dessas situações, por meio de investigação 

clínica e laboratorial, é importante para promover mudanças no estilo de vida e 

melhor controle glicêmico os quais podem prevenir, ou pelo menos retardar, o 

aparecimento do diabetes ou a ocorrência de complicações (Gross et al., 2002). 

 

 



 

 

 

 

 

7 

 

2.2   Epidemiologia do diabetes mellitus 

O DM apresenta incidência crescente em todos os países. De acordo com dados da 

Federação Internacional de Diabetes (IDF, International Diabetes Federation), no 

presente ano existem 425 milhões (8,8%) de pessoas no mundo com DM e a 

estimativa é que a doença deverá atingir 629 milhões (9,9%) em 2045. Há cerca de 

221 milhões de homens acometidos pelo DM versus 204 milhões de mulheres, 

sendo que as pessoas mais afetadas estão em grupos etários entre 65 e 79 anos 

(IDF, 2017). 

Em 2012, 1,5 milhões de mortes foram diretamente causadas pelo DM. Estima-se 

que o DM foi a oitava principal causa de morte em 2012 entre ambos os sexos e a 

décima quinta principal causa de morte entre as mulheres (WHO, 2016).  

Estimativas da IDF indicam que há no Brasil 12,5 milhões de portadores de DM com 

idade entre 20 a 79 anos, o que coloca o nosso país em primeiro lugar em número 

de pessoas com a doença na América do Sul e Central. Os dados indicam ainda que 

0,76 milhões de brasileiros desconhecem essa condição. 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  Classificação e diagnóstico do diabetes mellitus 

A classificação atual do DM, proposta pela Associação Americana de Diabetes 

(American Diabetes Association, ADA) (ADA, 2017) inclui quatro classes clínicas: 

diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus 

gestacional e outros tipos específicos de diabetes mellitus (Quadro 1). Ainda há 

duas categorias, referidas como pré-diabetes, que são a glicemia de jejum alterada e 

a tolerância à glicose diminuída. Essas categorias não são entidades clínicas, mas 

fatores de risco para o desenvolvimento de DM e doenças cardiovasculares (SBD, 

2017). 
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Quadro 1 – Classificação etiológica do diabetes mellitus 

1. Diabetes tipo 1 

Destruição das células β, usualmente levando à deficiência completa de 

insulina 

      A. Autoimune 

      B. Idiopática 

2. Diabetes tipo 2 

Resistência à insulina frequentemente combinada com perda progressiva da 

secreção de insulina  

3.Diabetes gestacional 

Diabetes diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez, na 

ausência de critérios de DM prévio 

4. Outros tipos específicos 

      A. Monogênicos (MODY) 

      B. Diabetes neonatal 

      C. Secundário a doenças do pâncreas exócrino 

      D. Secundário a endocrinopatias 

      E. Secundário a drogas ou produtos químicos 

      F. Secundário a infecções 

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

Fonte: adaptado de American Diabetes Association, 2017 
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O DM1 (anteriormente conhecido como insulino-dependente ou diabetes juvenil), 

responsável por 5 a 10% dos casos de pessoas diabéticas, é resultante da 

destruição autoimune das células  do pâncreas. Embora a taxa de destruição seja 

muito variável, sendo rápida em alguns indivíduos e lenta em outros, o último estágio 

da doença é caracterizado por pouca ou nenhuma secreção de insulina e de 

peptídeo C (ADA, 2017; Insel et al., 2015).  

O DM2 representa 90-95% dos casos da doença e anteriormente era denominado 

diabetes insulino-independente ou diabetes do adulto. É causado por combinação de 

resistência à ação da insulina e resposta compensatória inadequada de sua 

secreção. Já o diabetes gestacional é definido como qualquer nível de intolerância 

aos carboidratos, resultando em hiperglicemia de gravidade variável, com início ou 

diagnóstico durante a gestação. Similar ao DM2, o DM gestacional associa-se tanto 

à resistência à insulina quanto à diminuição da função das células β e ocorre em 

aproximadamente 1 a 14% das gestações, dependendo da população estudada e 

dos métodos de diagnóstico empregados. Por fim, os outros tipos específicos de 

diabetes menos frequentes podem resultar de defeitos genéticos na função das 

células β ou da ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino, endocrinopatias, 

induzido por medicamentos ou agentes químicos, infecções e outras síndromes 

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

Atualmente, os critérios de diagnóstico do DM propostos pela ADA são baseados 

nos seguintes valores: (1) valor de glicemia plasmática após oito horas de jejum 

igual ou superior a 126 mg/dL (em casos de pequena elevação de glicemia, o 

diagnóstico deve ser confirmado repetindo o teste em outro dia); (2) valor de 

glicemia plasmática após 2 horas da ingestão de 75 g de glicose anidra dissolvida 

em água igual ou superior a 200 mg/dL (Teste Oral de Tolerância a Glicose - TOTG) 

(3) valor de hemoglobina glicada (HbA1c) igual ou superior a 6,5% (o teste deve ser 

realizado em um laboratório utilizando método certificado pelo National 

Glycohemoglobin Standartization Program (NGSP) e padronizado no DCCT; ou (4) 

em pacientes com sintomas clássicos de hiperglicemia ou crise hiperglicêmica, valor 

de glicemia plasmática aleatória igual ou superior a 200 mg/dL (ADA, 2017). 
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2.4 Diabetes mellitus tipo 1 

O DM1 é caracterizado por uma deficiência de insulina, devido à destruição das 

células β do pâncreas, e um quadro permanente de hiperglicemia, havendo a 

necessidade de reposição insulínica exógena (Chiang et al., 2014). Nessa forma de 

diabetes, a taxa de destruição das células β é bastante variável, sendo, geralmente, 

rápida em lactentes e crianças e lenta em adultos. Alguns pacientes, especialmente 

crianças e adolescentes, podem apresentar cetoacidose como primeira 

manifestação da doença. Outros apresentam modesta hiperglicemia de jejum que 

pode evoluir rapidamente para uma glicemia severa e/ou cetoacidose na presença 

de infecção ou outra forma de estresse (Insel et al., 2015; TEDDY Study Group, 

2008). 

Há ainda indivíduos, principalmente adultos, que podem preservar uma função 

residual das células β, medida pelos níveis de peptídeo C, o que está associado a 

um melhor controle glicêmico e redução do risco de complicações microvasculares. 

Níveis mais elevados de peptídeo C estão associados a menores níveis de HbA1c, 

menor dose diária 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 infância e adolescência, mas pode 

ter início em qualquer idade. Embora pacientes com esse tipo de DM raramente 

sejam obesos, a ausência de obesidade não exclui o diagnóstico de DM1. Esses 

pacientes apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de outras doenças 

autoimunes como doença de Graves, tireoidite de Hashimoto, doença de Addison, 

vitiligo, doença celíaca, hepatite autoimune, miastenia gravis e anemia perniciosa 

(ADA, 2017).  

No DM1, os marcadores de destruição imune das células β mais utilizados na rotina 

clínica incluem auto-anticorpos dirigidos contra as ilhotas pancreáticas e para 

proteínas específicas das células β, incluindo a insulina, descarboxilase do ácido 

glutâmico (GAD65, glutamic acid decarboxylase) e tirosina fosfatase-2 (IA-2). 

Geralmente, um ou mais desses anticorpos estão presentes em aproximadamente 

90% dos indivíduos 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 não têm etiologia 

conhecida (ADA, 2017). 

O desenvolvimento do DM1 envolve interações complexas entre fatores genéticos e 

ambientais. Indivíduos que possuem parentes de primeiro grau com DM1 

apresentam maior risco de desenvolverem a doença. Além disso, a taxa de 

concordância entre a doença é muito maior entre gêmeos monozigóticos (30-40%) 

do que dizigóticos (6%). Embora esses dados indiquem que há fator genético 

importante para o desenvolvimento da doença, a concordância relativamente baixa 

entre gêmeos idênticos sugere que importante componente não genético (ambiental) 

está associado à susceptibilidade no desenvolvimento da doença (Redondo et al., 

2001). 

Diversos fatores ambientais contribuem para o desenvolvimento do DM1 nos 

indivíduos que possuem predisposição genética. Esses determinantes incluem: dieta 

(proteínas do leite de vaca e glúten), infecções virais (caxumba, rubéola, 

citomegalovírus) e toxinas (por exemplo, derivados N-nitroso). Outros fatores que 

predispõe às alterações imunológicas e ao desenvolvimento do DM1 são: 

administração de vacinas, pouco acesso aos cuidados de saúde, estresse 

emocional, influências climáticas e certas composições da microbiota intestinal 

(Kemppainen, et al., 2015; Knip et al., 1999; TEDDY Study Group, 2008). 

Com relação ao componente genético, o DM1 está associado ao sistema antígeno 

leucocitário 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 são os mais frequentes nos pacientes 

diabéticos. Quanto ao locus HLA-DQ, os alelos –DQA, -DQB e –DRB também estão 

associados à suscetibilidade para DM1 (Ferreira et al., 2009; Kockum et al., 1999). 

Genes não-MHC também podem ter participação como, por exemplo, os 

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 Complicações crônicas do diabetes 

As alterações vasculares nos indivíduos diabéticos podem ocorrer nos grandes 

vasos (macroangiopatia), como também nos pequenos vasos (microangiopatia) e 

são decorrentes, principalmente, do processo de glicação não enzimática das 

proteínas e formação dos produtos finais de glicação avançada (AGEs, advanced 

glycation end products), bem como da geração 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 têm risco maior de desenvolver doença 

coronariana quando comparados a indivíduos sem diabetes (Emerging Risk Factors 

Collaboration, 2010). A diretriz brasileira para prevenção de doença cardiovascular 

no diabetes de 2017 recomenda a estratificação de risco em baixo, intermediário, 

alto e muito alto, de acordo com a idade e a ausência/presença de doença 

aterosclerótica ou de eventos cardiovasculares prévios, como infarto agudo do 

miocárdio e acidente vascular encefálico. Para pacientes com DM e risco 

cardiovascular muito alto, os alvos lipídicos recomendados são inferiores aos de 

baixo risco, bem como as metas para HbA1c e pressão arterial são mais rigorosas, a 

fim de prevenir o desenvolvimento e/ou a progressão de complicações (Bertoluci et 

al., 2017). 

A retinopatia diabética é 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 complicação 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 é uma complicação comum no paciente com diabetes, além de 

estar associada à duração e ao mau controle da doença (Klein et al., 2008). As 

neuropatias diabéticas são as complicações crônicas mais comuns em pacientes 

com DM. Podem afetar diferentes partes do sistema nervoso, desta forma, as 

manifestações clínicas são muito variadas. A polineuropatia difusa simétrica é a 

causa mais importante de ulceração no pé e pode ser detectada ao exame físico dos 

pés (Pop-Busui et al., 2017).  
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A doença renal diabética pode ser diagnosticada pelo aumento da excreção urinária 

de albumina, redução da taxa de filtração glomerular (TFG) ou outras alterações 

renais identificadas em exames patológicos, urinários, de sangue ou de imagem 

(ADA, 2017). Os estágios da doença renal diabética com base nos níveis de TFG 

podem ser classificados de 1 a 5, sendo os estágios 1 e 2 definidos pela evidência 

de dano renal (geralmente albuminúria) com TFG ≥ 60mL/min/1,73 m2, enquanto os 

estágios 3 a 5 correspondem à progressiva redução da TFG (Levey et al., 2011). A 

ADA recomenda a classificação da albuminúria em apenas normal (<30mg/g cr) ou 

aumentada (≥30mg/g cr), sendo esta última em substituição aos termos 

microalbuminúria e macroalbuminúria (ADA, 2017). Já a Kidney Disease Improving 

Global Outcomes (KDIGO), a divide em três tipos: normal (<30mg/g cr), aumentada 

(30-300mg/g cr) e muito aumentada (>300mg/g cr) (KDIGO, 2013). 

O aumento da excreção urinária de albumina é fator de risco independente para 

doenças cardiovasculares em pacientes diabéticos e para desenvolvimento de 

formas mais avançadas de nefropatia (Jensen et al., 1987; Viana et al., 2012). O 

aparecimento de microalbuminúria está associado ao desenvolvimento de lesão 

endotelial no DM1. Contudo, mesmo em pacientes normoalbuminúricos, tem sido 

observado comprometimento da vasodilatação, indicando que a disfunção endotelial 

possa ser um evento ainda mais precoce do que a microalbuminúria ao longo da 

história natural do DM1 (Meeking et al., 1999).  

A relação entre excreção de albumina e lesão endotelial foi estudada por Stehouwer 

e colaboradores (1995). Este estudo compreendeu uma coorte de dezessete 

pacientes com DM1 normoalbuminúricos, avaliados no início do estudo (primeira 

avaliação) e em outros três momentos subsequentes. Após três anos de 

acompanhamento, seis pacientes desenvolveram microalbuminúria. Esses pacientes 

apresentaram ainda níveis mais elevados de fvW, marcador de lesão endotelial, 

quando comparados ao grupo normoalbuminúrico. No entanto, este aumento 

precedeu a microalbuminúria, uma vez que foi observado desde a segunda 

avaliação do estudo. Dessa forma, os resultados sugerem que o fvW é um marcador 

de lesão endotelial mais precoce do que a microalbuminúria em pacientes com DM1 

(Stehouwer et al., 1995).  
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2.6 Inflamação no diabetes mellitus 

O diabetes é caracterizado por um estado pró-inflamatório sub-clínico, o que pode 

contribuir para o desenvolvimento de complicações microvasculares (Schram et al., 

2005). A evidência de inflamação no diabetes inclui: níveis séricos aumentados de 

PCR; níveis aumentados de PAI1 (plasminogen activator inhibitor type 1), aumento 

da enzima superóxido dismutase (SOD) em monócitos e da liberação de citocinas 

pró-inflamatórias (IL1β, IL6 e TNFα); aumento da adesão de monócitos ao endotélio; 

aumento da atividade de NFκB; e aumento da expressão dos receptores Toll-like 2 e 

4 em monócitos de pacientes com diabetes (Devaraj et al., 2010). Ainda, foi 

demonstrado em pacientes com DM1 níveis urinários elevados de TNFα, IL6 e IL10, 

sendo que os pacientes com macroalbuminúria apresentaram níveis mais elevados 

de TNFα quando comparados a pacientes com microalbuminúria. Isto sugere que 

esta citocina pró-inflamatória tem papel importante na doença renal diabética e pode 

ser útil na avaliação da progressão da nefropatia em pacientes com DM1 (Pestana 

et al., 2016). Desta forma, as evidências corroboram que a inflamação tem papel 

importante no desenvolvimento e na progressão do diabetes e também da doença 

renal do diabetes. 

Estudos têm demonstrado um papel importante das células T helper 17 (Th17) e 

células T regulatórias no desenvolvimento de DM1 em animais e humanos. As 

células Th17 induzem a produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas que 

afetam muitos tipos celulares. Foi demonstrado em modelo animal de diabetes com 

STZ que IL23 promove o desenvolvimento de diabetes pela expansão de células 

Th17. Ainda, a inibição das células Th17 foi associada à prevenção do 

desenvolvimento desta doença (Annuziato & Romagnani, 2009; Li et al., 2015). O 

IFNγ está associado à patologia de diversas doenças autoimunes, incluindo o DM1. 

É uma potente citocina pró-inflamatória capaz de aumentar a expressão dos 

receptores Toll-like pelas células da resposta imune inata, induzir a apresentação 

dos MHC de classe I e II, induzir a secreção de quimiocinas, a ativação de 

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

A redução dos receptores para a citocina IL2 ou sua deficiência também possui 

papel central na patogênese do diabetes. Estudos em modelos animais indicaram 
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que o aumento da sinalização via IL2 está associado à prevenção ou reversão da 

doença, mediada pela ação de células T reguladoras (Hulme et al., 2012).  

Já a IL10 é uma molécula capaz de inibir a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

pelos monócitos ativados, assim como reduzir a síntese de ROS (Little et al., 2011; 

Waehre et al., 2002). O mecanismo de ação está associado à inibição da transcrição 

de genes de citocinas inflamatórias pelo fator de transcrição NFκB, indução do 

supressor de síntese de citocina 3, estimulação de citocinas Th2 e proteção contra a 

disfunção vascular induzida por angiotensina II (Janowska et al., 2016).  

A citocina IL4, por sua vez, também é capaz de suprimir a produção de citocinas 

pró-inflamatórias, produzidas por células Th1, e estimular a produção de citocinas 

anti-inflamatórias, produzidas por células Th2. O redirecionamento de uma resposta 

Th1 para Th2 está associado à redução da destruição das ilhotas β pancreáticas (Li 

et al., 2014; Mi et al., 2004). 

Sabe-se que no endotélio íntegro normalmente não há aderência de leucócitos, 

porém, nas fases precoces da aterosclerose, as células endoteliais começam a 

expressar moléculas de adesão, como VCAM1 (vascular cell adhesion molecule 1) e 

ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1), as quais promovem a aderência de 

monócitos. A expressão dessas moléculas é induzida por estímulos inflamatórios 

que incluem IL1β, TNFα, proteína C reativa (PCR) e da quimiocina ligante 2 (motivo 

C-C) (CCL2, C-C motif chemokine ligand 2). Em seguida, há o recrutamento de 

células inflamatórias para o endotélio e transmigração para a camada íntima do vaso 

(Szmitko et al., 2003). 

A liberação contínua de citocinas pelo endotélio e pelas células espumosas perpetua 

o processo inflamatório e o acúmulo de lipídeos, estando associada à formação da 

placa aterosclerótica e do trombo. A citocina TNFα pode induzir a produção de IL6 

que estimula a síntese de PCR. Além disso, essa citocina pode estimular a via NFkB 

(nuclear factor kapa B) que, por sua vez, regula a expressão de diversos genes 

associados à patogênese da doença vascular, como fator tissular, VCAM, ICAM, 

IL1β, IL6, IL8. Dessa forma, esses mediadores inflamatórios podem causar 

disfunção endotelial e contribuem para o processo de aterosclerose (Schalkwijk e 

Stehouwer, 2005). 
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Os macrófagos, derivados dos monócitos, são as principais células associadas à 

inflamação renal. Através da ativação de vias de sinalização intracelular, incluindo 

NFκB e MAPK (mitogen-activated protein kinase), os macrófagos produzem 

citocinas pró-inflamatórias (TNFα, IL1β, IL12, IL18, IL23, IL6), quimiocinas e geram 

ROS e espécies reativas de nitrogênio, incluindo NO. No entanto, os macrófagos 

também têm a capacidade de gerar citocinas que podem afetar o rim de forma 

benéfica como IL10 (Duffield, 2010). 

 

2.7 Disfunção endotelial e estresse oxidativo no diabetes mellitus 

O endotélio desempenha várias funções importantes na manutenção da homeostase 

da vasculatura por meio da síntese de substâncias biologicamente ativas que 

modulam o tônus vascular, bem como na inibição da agregação plaquetária e da 

proliferação de células musculares lisas. O endotélio pode estar alterado em 

condições como o diabetes, que podem contribuir para a progressão da lesão 

vascular (Vane et al., 1990; Hadi e Suwaidi, 2007). 

A ação da insulina se inicia com a sua ligação a receptor específico de membrana, o 

qual consiste em duas subunidades α e duas subunidades β. A ligação da insulina à 

subunidade α permite que a subunidade β adquira atividade quinase, levando a 

alteração conformacional e autofosforilação. Uma vez ativada, a subunidade β 

fosforila vários substratos protéicos em tirosina, dentre estes os substratos dos 

receptores de insulina. Essas proteínas possuem sítios de reconhecimento para 

diferentes moléculas, sendo a PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) essencial para o 

transporte de glicose (Pessin & Saltiel, 2000). A insulina, em concentrações 

fisiológicas, estimula a vasodilatação por meio da produção endotelial de NO. No 

endotélio, a ativação da via PI3K é capaz de regular a produção de NO insulino-

dependente. Isto é comprovado com o fato de que a resistência à insulina, 

secundária a um defeito sistêmico na via PI3K, determina falha combinada no 

transporte de glicose e na vasodilatação endotélio-dependente de insulina 

(Schroeder et al., 1999; Zeng e Quon, 1996).  
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Contudo, a hiperglicemia é o principal fator associado às complicações vasculares 

no diabetes (Lee et al., 1989). A glicose contribui diretamente para a lesão endotelial 

através da glicação irreversível do colágeno subendotelial e de outras proteínas 

estruturais do vaso, formando os AGEs (Meigs et al., 2000).  As interações entre os 

AGEs com os seus receptores celulares têm papel importante na patogênese de 

complicações diabéticas através do aumento da expressão de moléculas de adesão, 

incluindo VCAM e ICAM, bem como o aumento da permeabilidade vascular e a 

geração de fator tissular pró-coagulante (Schmidt e Stern, 2000). A formação de 

AGEs também está associada aos elevados níveis de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances) em pacientes 

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

As ROS são produzidas constantemente durante os processos metabólicos. Em 

indivíduos saudáveis, a concentração de ROS é controlada pela ação dos sistemas 

antioxidantes enzimáticos, tais como SOD, catalase e glutationa peroxidase, e não 

enzimáticos, como vitaminas C e A. Contudo, em indivíduos diabéticos, ocorre 

aumento da formação de ROS devido à auto-oxidação da glicose, o que leva à 

ativação da via dos polióis, da hexosamina e da PKC (proteína quinase C) e à 

formação de AGEs, além de estar associado a mudanças no conteúdo 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 produção de NO, o qual é 

sintetizado a partir da L-arginina pela enzima eNOS. Esse gás se difunde 

rapidamente do endotélio para a camada de células musculares lisas e plaquetas 

onde promove a produção de GMP cílico (GMPc, cyclic guanosine monophosphate) 

com consequente relaxamento vascular e inibição da agregação plaquetária. A 

meia-vida do óxido nítrico é de apenas alguns segundos, sendo rapidamente 

oxidado a nitrato (Moncada e Higgs, 1993).  
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Figura 1 – Modelo esquemático do papel da hiperglicemia na lesão vascular. A 

hiperglicemia é acompanhada pela geração de ROS levando à ativação das vias dos polióis 

e das hexosaminas, da PKC e da produção de AGEs, com subsequente ligação ao seu 

receptor (RAGE), todos estes eventos culminam em disfunção endotelial e apoptose. 

Abreviações: NO, óxido nítrico; eNOS, óxido nítrico sintase endotelial; TGFα, fator de 

crescimento transformador alfa (transforming growth factor alfa); TGFβ, fator de crescimento 

transformador beta (transforming growth factor beta); NFκB, nuclear factor kappa B; PAI1, 

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

 

Ainda, no paciente hiperglicêmico, o aumento do estresse oxidativo pode levar ao 

desacoplamento da eNOS, diminuição da sua atividade e, consequentemente, a 

menor produção de NO, o que pode desencadear aumento da pressão arterial e 

maior frequência da formação de trombos (Brownlee, 2005; Forst et al.,2008).  

Além de interferir na disponibilidade de NO, as ROS podem também interferir na 

função endotelial por meio da peroxidação de lipídeos da membrana e ativação da 

via do NFB. Essas espécies podem também afetar diversas vias de sinalização, 

como das proteínas G e quinases, bem como canais de íons e fatores de transcrição 

(Schalkwijk e Stehouwer, 2005).  
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2.8 Fator de von Willebrand (fvW) 

O gene do fvW está localizado no braço longo do cromossomo 12 (12q13.31) e 

codifica uma glicoproteína multimérica sintetizada por megacariócitos 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 multímeros do fvW, os quais constituem as formas mais 

trombogênicas. No plasma, os grandes multímeros do fvW são clivados por uma 

protease chamada ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with 

thrombospondin type 1 motifs, member 13) em multímeros menores, os quais 

possuem menor capacidade de adesão, o que limita a formação do trombo 

plaquetário (Reininger, 2008b).  

O fvW é armazenado nos grânulos alfa dos megacariócitos e nos corpos de Weibel-

Palade nas células endoteliais, os quais possibilitam mobilização rápida em resposta 

a moléculas ativadoras, como a trombina. Por isso, quando há lesão endotelial, o 

aumento dos níveis plasmáticos de fvW é marcante e expressa possível estado de 

hipercoagulabilidade (Jenkins e O’Donnell, 2006; Sumpio et al., 2002). A adesão 

plaquetária mediada pelo fvW é especialmente importante nas regiões onde há alto 

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

As duas principais funções do fvW são: (1) ligar-se ao colágeno presente no 

subendotélio lesado e nas plaquetas, promovendo a formação do tampão 

plaquetário; e (2) ligar e transportar o fator VIII, protegendo-o da proteólise no 

plasma. As diferentes funções do fvW estão relacionadas aos domínios específicos 

da molécula e à sua estrutura modular. O fvW apresenta sítios de ligação ao 

colágeno, às glicoproteínas plaquetárias (Gp) Ib e IIb/IIIa, bem como ao fator VIII da 

coagulação, o que justifica o seu importante papel no sistema hemostático (Lip e 

Blann, 1997; Berber, 2012). O fator VIII liga-se ao domínio D’ e D3 do fvW, enquanto 

o colágeno pode se ligar ao domínio A1 e ao domínio A3, sendo este último o 

principal sítio de ligação para o colágeno (Figura 2).  
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Figura 2 – Estrutura e domínios funcionais do fator de von Willebrand. Os principais 

domínios do fator de von Willebrand são: D1, D2 e D3 – participam do processo de 

multimerização; D’ e D3 – ligação do fator VIII; A1 – ligação com a glicoproteína plaquetária 

GPIba. A2 – clivagem pela ADAMTS13; A3 – ligação para o colágeno; C1 – ligação com a 

glicoproteína plaquetária GpIIb/IIIa. Abreviações: fvW, fator de von Willebrand; FVIII, fator 

VIII; Gp Ib, glicoproteína Ib; Gp IIb/IIIa, glicoproteína IIb/IIIa (Adaptado de Berber, 2012). 

 

Dessa forma, uma lesão no endotélio vascular com exposição do colágeno presente 

no subendotélio promove a ligação dos multímeros de alto peso molecular ao 

colágeno através do domínio A3. Logo em seguida, o multímero passa por processo 

de desdobramento e mudança conformacional, expondo assim o domínio A1, onde 

ocorre ligação com a glicoproteína plaquetária GP Iba (adesão plaquetária). Após a 

ativação plaquetária, uma outra glicoproteína plaquetária, a GpIIb/IIIa, se liga ao fvW 

no domínio C1, onde encontra-se a sequência RGD (Arg-Gly-Asp), permitindo a 

aderência das plaquetas entre si (agregação plaquetária) e formação do trombo 

(Jenkins e O’Donnell, 2006; Savage et al., 1996). 

A interação entre o fvW e as plaquetas são essenciais para a manutenção da 

hemostasia. A sua deficiência ou disfunção, bem como alterações no receptor Gp Ib 

presente nas plaquetas, está associada aos distúrbios hemorrágicos como a doença 

de von Willebrand e a síndrome de Bernard-Soulier, respectivamente (Bowen e 

Collins, 2006). 
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A deficiência dos multímeros de elevado peso molecular, bem como os de tamanho 

intermediário na circulação, pode estar associada ao aumento da proteólise pela 

ADAMTS13, devido às mutações no domínio A2 do fvW que promovem alteração na 

sua conformação, deixando o sítio de ação da enzima mais acessível (Lyons et al., 

1992). Além disso, mutações que ocorrem em regiões do fvW que estão associadas 

com a formação dos multímeros de alto peso molecular (domínios D1, D2 e D3) 

levam à ausência destas estruturas. Substituições de aminoácidos no fvW também 

podem provocar alterações na conformação do domínio A2, aumentando 

significativamente a sua proteólise pela ADAMTS13, o que predispõe os indivíduos à 

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

Níveis elevados do fvW na presença de microalbuminúria em pacientes diabéticos 

têm sido associados ao desenvolvimento de vasculopatia e doença 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 I 

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 13º 

membro da família ADAMTS de metaloproteases, uma desintegrina e 

metaloproteinase com domínios trombospondina, dependente de Zn2+/Ca2+ 

(Fujikawa et al., 2001; Zheng et al., 2001).  

A Figura 3 apresenta os domínios da ADAMTS13 que incluem: peptídeo sinal (S); 

pró-peptídeo (P); e domínio tipo metaloproteinase (M), onde está localizado o motivo 

de ligação ao zinco mostrado em vermelho, importante para a proteólise do fvW.  

Ainda a Figura mostra: domínio desintegrina (Des); primeira repetição do domínio de 

trombospondina tipo 1; domínio rico em cisteína (Cis); e domínio espaço (Esp), 

sendo que todos estes são importantes para a ligação com o fvW. Por fim, é 

possível observar a segunda à oitava repetição do domínio de trombospondina tipo 
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1; e dois domínios CUB (acrônimo de três proteínas através das quais o domínio foi 

caracterizado: Complemento C1r/C1s, fator de crescimento epidérmico sea urchin, 

Bone morphonetic protein 1), sendo que estes domínios são importantes para o 

reconhecimento e clivagem do fvW (Lancelotti, 2013). 

 

 

Figura 3 – Estrutura e domínios da ADAMTS13.  Os principais domínios da ADAMTS13 

são: S – peptídeo sinal; P – pró-peptídeo; M – metaloproteinase; Des – desintegrina; 1 a 8 – 

motivos de trombospondina tipo 1; Cis – domínio rico em cisteína com sequência arginina-

glicina-aspartato; Esp – espaçador; C1 e C2 – domínios CUB. Abreviações: 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 está localizado no braço longo do cromossomo 9, contém 29 

éxons e aproximadamente 37 kb de sequência genômica (Levy et al., 2001). Estima-

se que a proteína 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 diferença entre os pesos calculado e o 

molecular é provavelmente devido à glicosilação da proteína (Fujikawa et al., 2001; 

Levy et al., 2005).  

A ADAMTS13 é uma enzima proteolítica sintetizada principalmente pelo fígado, mas 

também é expressa nas plaquetas (Suzuki et al., 2004), nas células endoteliais 

(Turner et al., 2006) e nos rins e está presente normalmente no plasma (Manea et 

al., 2010). A concentração plasmática de ADAMTS13 varia de 0,5 a 1,0 mg/L. A 

enzima é estável 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 condições fisiológicas, a ADAMTS13 cliva os grandes multímeros do fvW e os 

remove da circulação, o qual é o único substrato conhecido para essa enzima. A 

clivagem ocorre na ligação peptídica entre tirosina na posição 1605 e metionina na 

posição 1606, localizado no domínio A2 do fvW e gera multímeros mais curtos 

(Furlan et al., 1996; Tsai, 1996; Levy et al., 2001). Os grandes multímeros do fvW 

não são uniformemente clivados em fragmentos menores de tamanho idêntico pela 

ADAMTS13, uma vez que sofrem proteólise parcial por esta enzima (Reininger, 

2008a). 

O fvW e a ADAMTS13 circulam juntos no plasma, onde a ADAMTS13 pode ligar-se 

ao fvW em condições estáticas ou sob condições de estresse de cisalhamento. No 

entanto, esta interação pode ser ineficaz em relação à proteólise, a menos que a 

tensão de cisalhamento seja alta o suficiente para esticar o fvW e expor o domínio 

A2 que possui o local de clivagem pela ADAMTS13 (Dong, 2005). A clivagem do 

fvW resulta na libertação do fvW da superfície endotelial e permite que a molécula 

adote conformação globular, o que reduz a sua acessibilidade às plaquetas 

(Reininger, 2008b). A tensão de cisalhamento também pode favorecer a adesão de 

plaquetas mediada pelos grandes multímeros do fvW, através da exposição do 

domínio de ligação a GPIb, o que é necessária para a formação de trombos. Dessa 

forma, a tensão de cisalhamento pode tanto promover a formação do tampão 

plaquetário pelo fvW, quanto aumentar a sua proteólise limitando a interação com as 

plaquetas (Bowen e Collins, 2006).  

A deficiência ou disfunção da ADAMTS13 resulta na ausência de clivagem ou 

clivagem parcial dos grandes multímeros do fvW e predispõe à formação 

espontânea de agregados plaquetários intravasculares, resultando em púrpura 

trombocitopênica trombótica (PTT) (Figura 4). A PTT pode ser congênita, causada 

por mutação no gene da ADAMTS13, ou adquirida, sendo causada pela presença de 

auto-anticorpos contra essa protease. Em todos as situações, ocorre deficiência 

grave da atividade da ADAMTS13 (<5%), o que resulta em estado patológico severo. 

A deficiência de ADAMTS13 nesses pacientes está associada à formação de 

trombos ricos em fvW e plaquetas na microcirculação do coração, cérebro, rins, 

fígado, baço e supra-renais. Esses pacientes geralmente desenvolvem acidente 
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vascular encefálico precocemente, bem como complicações renais (Feys et al., 

2010; Manea et al., 2007). 

 

 

Figura 4 – Patogênese da púrpura trombocitopênica trombótica causada pela deficiência de 

ADAMTS13.  A púrpura trombocitopênica trombótica está associada à presença de trombos 

ricos em plaquetas e fator de von Willebrand na microvasculatura do organismo devido à 

deficiência grave da ADAMTS13. Abreviações: GPIb, glicoproteína plaquetária Ib; fvW, fator 

de von Willebrand; PTT, púrpura trombocitopênica trombótica (Adaptado de Sadler, 2008). 

 

Alguns estudos têm demonstrado que a ADAMTS13 pode ser clivada por proteases 

plasmáticas, tais como trombina, plasmina e elastase de granulócitos, resultando na 

sua inativação. Por outro lado, a trombomodulina pode inibir a inativação da 

ADAMTS13 mediada pela trombina. Dessa forma, a inativação da ADAMTS13 por 

trombina e plasmina poderia promover o recrutamento de plaquetas pelo fvW, 

enquanto a trombomodulina poderia limitar a propagação da agregação plaquetária 

no endotélio não lesionado em torno do sítio da lesão vascular (Crawley et al., 2005; 

Feys et al., 2010; Ono et al., 2006). Em condições clínicas associadas ao estado de 

hipercoagulabilidade e inflamação, os níveis plasmáticos de trombina, plasmina e 

elastase de granulócitos são mais elevados, o que pode estar associado ao aumento 

da degradação de ADAMTS13 e, consequentemente, a menor atividade desta 

enzima (Ono et al., 2006). 
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Sabe-se que níveis elevados do fvW estão associados à diminuição da 

concentração 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 TNFα promovem a liberação do fvW através da ativação de células endoteliais 

(Bernardo et al., 2004). Pelo fato do fvW ser produzido em excesso em condições 

clínicas nas quais há aumento da produção de citocinas, o fvW excedente não é 

clivado pela ADAMTS13. Portanto, há desequilíbrio entre fvW e ADAMTS13 

causado pelas citocinas pró-inflamatórias (Bernardo et al., 2004; Arimoto et al., 

2012; Gragnano et al., 2017).  

O DM é uma condição clínica na qual a resposta inflamatória também pode perturbar 

o equilíbrio entre a atividade da ADAMST13 e os níveis plasmáticos de fvW, 

resultando em estado pró-trombótico (Skeppholm et al., 2009; Vischer, 2006). Nos 

pacientes com diabetes, os mecanismos envolvidos na redução dos níveis 

plasmáticos da ADAMTS13 ainda não estão bem estabelecidos. No entanto, estudos 

têm demonstrado que condições clínicas que cursam com hipercoagulabilidade 

estão associadas à perda da ADAMTS13 na urina; degradação da ADAMTS13 por 

proteases plasmáticas; e produção hepática e/ou renal reduzidas da ADAMTS13 

devido à inibição da síntese por citocinas pró-inflamatórias (Manea et al., 2010; Ono 

et al., 2006; Cao et al., 2008).   

Um outro estudo demonstrou em pacientes com estado pró-trombótico (diabetes, 

aterosclerose, câncer, sepse, leucemia pró-mielocítica aguda), menor atividade da 

ADAMTS13 no plasma quando comparado ao grupo controle saudável. Os níveis de 

trombospondida 1 e fvW no grupo caso foram significativamente superiores em 

relação ao grupo controle. A análise de correlação demonstrou que a atividade da 

ADAMTS13 se correlacionou negativamente com os níveis de trombospondina 1, 

glicemia, pressão sanguínea, dímero D, creatinina e níveis de PCR (proteína C 

reativa), sugerindo que a redução da atividade da ADAMTS13 está associada ao 

aumento da hipercoagulabilidade (Sun et al., 2016). 
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2.10 Peptídeo C 

2.10.1 Estrutura e função 

O peptídeo de ligação da pró-insulina humana, peptídeo C, até há pouco tempo era 

conhecido apenas como uma molécula inativa, servindo para unir e estabilizar as 

cadeias A e B da molécula de pró-insulina, facilitando o enovelamento da insulina e 

a formação das pontes dissulfeto entre as cadeias (Figura 5) (Bhatt et al., 2014; 

Wahren e Larsson, 2015).  

 

 

Figura 5 – Ilustração esquemática do peptídeo C e o seu papel na biossíntese da insulina. A 

pré-pró-insulina é clivada enzimaticamente originando a pró-insulina. Após a clivagem da 

pró-insulina, há a liberação equimolar de insulina e peptídeo C para a corrente sanguínea 

(Adapatado de Bhatt et al., 2014). 

 

Durante o processo de clivagem da pró-insulina há a liberação do peptídeo C, o qual 

é secretado em concentrações equimolares à insulina, sendo utilizado clinicamente 

como marcador da secreção endógena de insulina e da atividade das células β 
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devido à sua meia vida mais longa (Hills et al., 2010). A meia vida da insulina é de 

cerca de 4 minutos. O fígado rapidamente degrada este hormônio durante a sua 

primeira passagem, sendo que apenas 50% atinge a circulação sistêmica. Por outro 

lado, o peptídeo C não é removido em sua primeira passagem pelo fígado e tem 

uma meia vida circulante de cerca de 30 minutos. O nível plasmático de peptídeo C 

em jejum e pós-prandial varia entre 0,3-1 nM e 1,5-2,5 nmol / L, respectivamente 

(Ghorbani e Shafiee-Nick, 2015). 

Estudos recentes têm demonstrado efeitos biológicos do peptídeo C em diferentes 

tipos celulares, podendo contribuir para a prevenção de complicações do DM (Lim et 

al., 2014; Pujia et al., 2017).  

Os mecanismos envolvidos nas ações biológicas do peptídeo C parecem estar 

relacionados com as vias de sinalização intracelular da proteína G. Como este 

receptor é totalmente saturado em concentrações fisiológicas de peptídeo C, os 

efeitos da administração exógena deste peptídeo só podem ser observados em 

pacientes e animais que possuem deficiência de peptídeo C (Hills et al., 2010; Rigler 

et al.,1999; Wahren et al., 2012). A ligação do peptídeo C ao seu receptor na 

membrana da célula resulta na ativação de uma proteína G com o subsequente 

influxo de Ca2+ e ativação da eNOS, resultando na formação de NO. A fosfolipase C 

e isômeros específicos da PKC são, então, fosforilados, bem como o complexo da 

proteína MAPK. Como resultado, há ativação da atividade da Na+, K+ ATPase e a 

ligação ao DNA de diversos fatores de transcrição. A PI3-K também é ativada 

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

Sabe-se que, em pacientes com DM1, a persistência de alguma secreção residual 

de peptídeo C é associada com melhor controle glicêmico e a um risco menor de 

desenvolvimento de complicações microvasculares (VanBuecken & Greenbaum, 

2014). Além disso, tem sido demonstrado que o peptídeo C pode aumentar a 

captação 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 Peptídeo C e as complicações do diabetes mellitus 

Diversos estudos têm demonstrado que a patogênese das complicações 

microvasculares no diabetes está relacionada à hiperglicemia e à ausência de 

peptídeo C, com consequente aumento da produção de ROS e morte celular 

(Cifarelli et al., 2011; Wahren & Larsson, 2015).   

O papel do peptídeo C nas alterações renais está associado à redução da 

hiperfiltração glomerular, da excreção de albumina na urina, do volume glomerular e 

da expansão da matrix mensangial. Além disso, reduz a produção de TNFα, o qual 

estimula a inflamação e morte das células do endotélio renal (Hills et al., 2010). Já é 

bem estabelecido que o peptídeo C inibe a via NFκB reduzindo as concentrações 

plasmáticas de citocinas e quimiocinas (Luppi et al., 2013). A inibição da via NFκB 

pelo peptídeo C poderia proteger contra a lesão tubular renal mediada pelo TNFα 

que é capaz de promover um amplo espectro de respostas celulares, incluindo 

inflamação e morte celular, e está aumentada em diabéticos com alteração renal. 

(Al-Rasheed et al., 2006). 

Foi demonstrado em ratos diabéticos tratados com STZ hiperfiltração glomerular e 

perda de proteínas na urina. A administração de peptídeo C promoveu melhora na 

função renal ao reduzir a hiperfiltração e a excreção urinária de proteínas (Sjoquist 

et al., 1998). Outro estudo também demonstrou redução significativa na TFG e na 

excreção de albumina na urina em ratos diabéticos tratados com peptídeo C quando 

comparados a controles que receberam cloreto de sódio (NaCl) (Samnegard et al., 

2001). Além disso, o peptídeo C limitou a hipertrofia glomerular e a expansão da 

matriz mesangial, induzidos pelo diabetes (Samnegard et al., 2005). Nordquist et al. 

(2009) demonstram ainda que o peptídeo C é capaz de regular a expressão da 

eNOS e a produção de NO nos capilares glomerulares, o que está associado à 

redução da pressão intraglomerular e da hiperfiltração (Nordquist et al. 2009). 

Os efeitos do peptídeo C sobre os nervos periféricos têm sido demonstrado em 

estudos realizados com humanos e animais e vêm indicando um efeito significativo 

deste peptídeo sobre a função neuronal (Ekberg & Johansson, 2008; Wahren & 

Larsson, 2015).  
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Em ratos BB, com desenvolvimento espontâneo de DM1, a administração de 

peptídeo C limitou as alterações funcionais na condução nervosa (Sima et al., 2001). 

De forma semelhante, em ratos com diabetes induzida por STZ, o tratamento com 

peptídeo C melhorou a velocidade de condução nervosa motora e sensorial nestes 

animais (Cotter et al., 2003). Stevens et al. (2003) administraram o peptídeo C por 

dois meses em ratos diabéticos com o objetivo de avaliar a função neurovascular. 

Eles verificaram que o tratamento com peptídeo C melhorou a perfusão nervosa 

(Stevens et al., 2003) 

Também já foram estudados os efeitos do peptídeo C sobre a retinopatia diabética. 

Sabe-se que nas células endoteliais, os AGEs causam a superprodução de VEGF 

(vascular endothelial growth factor) que, por sua vez, estimula a angiogênese e a 

neovascularização, ambas envolvidas na patogênese da retinopatia. Em 

camundongos com diabetes induzida por STZ, a administração de peptídeo C 

promoveu redução da expressão de VEGF (Lim et al., 2014). Um estudo 

desenvolvido por Ido et al., 1997 já havia demonstrado maior extravasamento de 

albumina marcada com I125 na retina de animais diabéticos quando comparados 

àqueles tratados com peptídeo C, indicando que este peptídeo reduz a 

permeabilidade vascular da retina. Além disso, Chung et al., 2015 demonstraram 

que pacientes diabéticos tipo 2 que apresentam menores níveis de peptídeo C 

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

Assim, mais estudos que avaliem o efeito do peptídeo C nas várias complicações do 

DM são necessários, a fim de criar perspectivas para o seu uso terapêutico. 

 

2.11 Modelo animal de diabetes tipo 1 

O diabetes experimental pode ser induzido cirurgicamente, pela administração de 

agentes químicos beta-citotóxicos, manipulação genética ou por meio da 

manutenção de linhagens que desenvolveram a doença espontaneamente. A 

maioria dos experimentos é realizada em roedores, embora alguns estudos sejam 

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

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

As substâncias mais comumente utilizadas para a indução do diabetes são o 

aloxano e a estreptozotocina (STZ) que agem preferencialmente nas ilhotas 

pancreáticas via canais GLUT-2 (Rees e Alcolado, 2005; Szkudelski, 2001). Esses 

agentes químicos causam toxicidade às células β principalmente por meio da 

produção de ROS e alquilação do DNA, respectivamente (Lenzen, 2008). O aloxano 

apresenta instabilidade química, influência da dieta e estreita faixa de segurança 

entre as doses diabetogênicas e letais. Estes fatores tornam difícil o estabelecimento 

da relação dose-resposta efetiva no pâncreas (Szkudelski, 2001). 

A STZ é uma glicosamina-nitrosureia isolada originalmente a partir da bactéria 

Streptomycetes achromogenes, que apresenta atividade antibiótica e antineoplásica, 

sendo comumente usada para a indução experimental do diabetes.  Contém uma 

molécula de glicose na forma de desoxiglicose, a qual é responsável pelo 

direcionamento químico da STZ para a célula β pancreática, e uma porção 

metilnitrosuréia que é responsável pelos efeitos tóxicos da STZ (Figura 6). Dessa 

forma, a droga é captada pelas células pancreáticas devido a sua similaridade com a 

molécula de glicose via GLUT-2 (Wu e Yan, 2015). 

 

 

Figura 6 – Estrutura molecular da estreptozotocina. Presença de molécula de glicose na 

forma de desoxiglicose e uma porção 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, poliúria, glicosúria, polifagia, hipoinsulinemia e hiperglicemia. A 

citotoxidade causada pela STZ é devido, principalmente, à alquilação do DNA, uma 

vez que a transferência de grupos metil promovem fragmentação do ácido nucléico 

(Figura 7). Na tentativa de reparo do DNA, a enzima poli-ADP-ribose polimerase é 

super estimulada, o que leva à depleção de NAD+ (dinucleótido de nicotinamida e 

adenina oxidado) e ATP (trifosfato de adenosina) nas células pancreáticas, com 

subsequente inibição da secreção e síntese da insulina (Bólzan e Bianchi, 2002; 

Szkudelski, 2001). A administração de STZ também induz a liberação de 

quantidades tóxicas de NO que causam dano ao DNA e inibem a atividade da 

aconitase nas mitocôndrias, o que está associado à inibição do ciclo de Krebs. Além 

disso, a defosforilação acentuada do ATP, após a administração de STZ, fornece 

substrato para a ação da xantina oxidase, resultando na formação de radicais 

superóxido. As ações conjuntas da STZ resultam então em destruição das células β 

pancreáticas, levando consequentemente, à hipoinsulinemia e hiperglicemia 

(Szkudelski, 2001). 

 

Figura 7 – Mecanismo de ação da estreptozotocina. A estreptozotocina atua como agente 

alquilante sobre a estrutura do DNA levando a processos celulares que inibem a síntese e 

secreção da insulina nas células β pancreáticas. A estreptozotocina também induz a 

formação de óxido nítrico e radicais superóxido que também causam dano ao DNA. MIT, 

mitocôndria; ATP, adenosina trifosfato; XOD, xantina oxidase; NO, óxido nítrico; H2O2, 

peróxido de nitrogênio; O2
-, OH-, ONNO, radicais superóxido; NAD+, dinucleótido 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 diabetogênico, principalmente devido à sua maior estabilidade se 

comparada ao aloxano. Porém, apesar desses métodos serem apropriados para 

gerar animais insulino-dependentes, esses modelos não exibem autoimunidade 

espontânea de forma semelhante à observada em humanos (Chatzigeorgiou et al., 

2009; Kong et al., 2013). 

Existem dois modelos mais utilizados que desenvolvem espontaneamente o 

diabetes devido a destruição auto-imune das células β do pâncreas: os 

camundongos NOD (non-obese diabetic) e os ratos BB (Bio-breeding). No entanto, 

esses também apresentam algumas desvantagens como altos custos de 

manutenção e susceptibilidade variável para o desenvolvimento do diabetes. Além 

disso, em camundongos NOD a incidência da doença é diferente entre fêmeas 

(90%) e machos (60%) e camundongos BB podem apresentar severa leucopenia 

(Rees e Alcolado, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Níveis plasmáticos elevados do fvW e reduzidos da ADAMTS13 têm sido 

observados em pacientes diabéticos com alteração renal. Sabe-se que a doença 

renal no diabetes está associada ao aumento no risco de eventos trombóticos, 

principalmente cardiovasculares, sugerindo que as alterações hemostáticas devido 

ao desbalanço entre o fvW e a ADAMTS13, enzima que promove o clearance de 

fvW, associadas à nefropatia, possam ser fator importante para o estado pró-

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

Sabe-se ainda que em pacientes diabéticos a deficiência de peptídeo C também 

pode estar associada ao estado pró-coagulante característico dessa condição 

clínica. Estudos com modelos animais de diabetes têm demonstrado que a 

administração de peptídeo C está associada à redução da perda urinária de 

proteínas (Sjoquist et al., 1998), da hipertrofia glomerular (Samnegard et al., 2005) e 

dos níveis de citocinas pró-inflamatórias como IL1β, IL6 e TNFα (Luppi et al., 2013), 

bem como aumento da expressão da eNOS e, consequentemente da produção de 

NO (Scalia et al., 2000; Kitamura et al., 2003). Além disso, o peptídeo C demonstrou 

ação anti-trombótica ao reduzir os níveis de PAI1 (Lindenblatt et al., 2006) e a 

expressão de moléculas de adesão como ICAM, VCAM e P-selectina (Scalia et al., 

2000; Luppi et al., 2008). No entanto, o papel do peptídeo C na doença renal 

diabética e na disfunção endotelial precisa ser melhor estudado, incluindo se a 

administração deste peptídeo poderia alterar os níveis do fvW e da ADAMTS13. 

Assim, a hipótese do presente estudo é que a nefropatia diabética está associada às 

alterações nos níveis do fvW e da ADAMTS13, o que é influenciado pelo grau de 

comprometimento renal ao longo da progressão do diabetes. Os mecanismos 

fisiopatológicos responsáveis pelas alterações dos níveis destes marcadores 

incluem maior perda urinária e aumento da expressão gênica. Ainda, o peptídeo C é 

capaz de reduzir o risco de complicações renais, hemostáticas (por meio de 

alterações nos níveis do fvW e ADAMTS13) e inflamatórias (por meio de alterações 

nos níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias) no DM1, criando novas 

possibilidades terapêuticas para esta condição clínica.  
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Investigar alterações hemostáticas e inflamatórias em modelo animal de diabetes 

mellitus tipo 1 e avaliar a influência do tratamento com peptídeo C sobre estas 

alterações e na doença renal do diabetes.  

 

4.2 Objetivos específicos 

• Avaliar e comparar marcadores de função renal e morfologia dos rins entre o 

modelo animal de DM1 e o grupo controle. 

• Comparar os níveis plasmáticos e urinários de fvW e ADAMTS13 nos grupos 

controle e diabético.  

• Comparar a expressão gênica renal e hepática da ADAMTS13, bem como 

endotelial do fvW, nos grupos estudados.  

• Comparar a expressão gênica renal e endotelial da eNOS nos grupos estudados. 

• Avaliar o efeito do peptídeo C na glicemia, nos níveis plasmáticos e urinários de 

fvW e ADAMTS13 nos grupos controle tratado, diabético não-tratado e diabético 

tratado com peptídeo C. 

• Avaliar os efeitos do tratamento com peptídeo C na morfologia e na função renal. 

• Caracterizar o perfil inflamatório dos grupos por meio da avaliação sérica e urinária 

das citocinas IL2, IL4, IL6, IL10, IL17, IFN e TNFα nos grupos estudados. 

• Avaliar o efeito do peptídeo C na resposta inflamatória. 

• Analisar a expressão gênica renal das citocinas IL6, IL10 e TNFα e do estresse 

oxidativo (por meio da expressão gênica endotelial da SOD) nos grupos estudados. 

• Correlacionar as variáveis metabólicas, renais, hemostáticas e inflamatórias. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Figura 8 – Fluxograma da indução do diabetes e tratamento com peptídeo 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 peptídeo C, diabético não tratado e diabético 

tratado com peptídeo C. 
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Figura 9 – Fluxograma das análises laboratoriais realizadas no estudo.  

 

Figura 10 – Análises estatísticas realizadas no estudo. 
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O projeto seguiu todas as normas sob o ponto de vista ético estabelecidas pela 

Comissão de Ética 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 fêmeas são menos susceptíveis à indução de diabetes 

por STZ. Após a retirada dos animais do Biotério Central, os mesmos foram 

mantidos no Biotério da Faculdade de Farmácia, em caixas contendo no máximo 5 

roedores (sob ciclo de luz de 12 horas, alimentados com ração padrão para 

camundongos e água ad libitum), até serem colocados em gaiolas metabólicas 

individuais quando, a partir de então, passaram a ser mantidos em caixas 

individuais. Após uma semana de ambientação (8 semanas de idade), os animais 

foram submetidos à administração 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 concordância 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 peptídeo C, diabético não tratado (DN) e diabético tratado (DT) 

com peptídeo C (Figura 8). Os experimentos foram conduzidos em triplicata com 

n=3-4 animais por grupo. A disposição dos grupos experimentais encontra-se 

demonstrada na Figura 11. O cálculo do tamanho amostral foi realizado com base 

nos valores médios de marcadores de função renal e glicemia, que foram obtidos de 

estudos semelhantes com camundongos diabéticos (média ± desvio padrão). A 
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Camundongos 
C57BL/6 machos 

Controle  
(n=10) 

Diabético  
(n=10) 

Camundongos 
C57BL/6 machos 

Controle tratado  
(n=9) 

Diabético não tratado 
(n=12) 

Diabético tratado com 
peptídeo C (n=11) 

fórmula foi baseada no teste T entre dois grupos independentes, considerando-se 

potência=0,95; nível de significância = 0,05 (software G * Power versão 3.1.2, 

Universidade de Kiel, Alemanha). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Distribuição 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 peptídeo C, 

diabético não tratado e diabético tratado com peptídeo C. 

 

5.3 Delineamento do protocolo experimental 

Na primeira etapa do estudo, os animais foram submetidos à jejum de 6 horas e o 

DM1 foi induzido por meio da administração intraperitoneal de 50 mg/Kg de STZ 

(Sigma®) em tampão citrato de sódio (0,1M, pH 4,5) durante 5 dias consecutivos 

(Figura 12). O diabetes foi confirmado pelos níveis de glicose no sangue maiores ou 

iguais a 250 mg/dL, 3 dias após a última dose de STZ. A avalição da glicemia 

durante o experimento in vivo foi realizada por meio do glicosímetro Free Style 

Optium® (Abbott Laboratories. Abbott Park, Illinois, U.S.A.), a partir de um corte na 

veia da cauda. Os animais do grupo controle receberam apenas tampão citrato de 

sódio (0,1M, pH=4,5), os quais constituíram o grupo controle não diabético (Barutta 

et al., 2011). Os animais foram monitorados durante 8 semanas até a eutanásia. 
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Na segunda etapa do projeto, o diabetes foi induzido nos camundongos de forma 

idêntica à primeira etapa. A confirmação do diabetes foi realizada novamente 4 

semanas após a última dose de STZ a fim de verificar se os animais do grupo 

diabético continuavam hiperglicêmicos. Logo em seguida, foi iniciado o tratamento 

com peptídeo C na dose de 500 µg/kg/dia (GenScript®), dissolvido em solução 

salina, durante 4 semanas, por via subcutânea. O grupo diabético não tratado com 

peptídeo C recebeu apenas solução salina (Stevens et al, 2004; Sima et al, 2001; 

Zhang et al., 2001). A eutanásia dos animais foi realizada no dia seguinte à última 

dose de peptídeo C quando os animais já estavam diabéticos por 8 semanas. 

 

 

Figura 12 – Representação esquemática do protocolo experimental do estudo. O diabetes 

foi induzido em camundongos C57BL/6 machos com 8 semanas de idade por meio da 

administração de estreptozotocina (STZ), por via intraperitoneal, na dose de 50mg/Kg/dia 

durante 5 dias consecutivos. Os animais do grupo controle receberam apenas tampão 

citrato de sódio. Três dias após a última dose de STZ o diabetes foi confirmado pelos níveis 

de glicemia maiores à 250 mg/dL. Quatro semanas após a última dose de STZ, a 

confirmação do diabetes foi realizada novamente e iniciou-se o tratamento com peptídeo C 

ou salina por 4 semanas, por via subcutânea. No dia seguinte à última dose de peptídeo C, 

os animais foram eutanasiados.  

 

5.4 Parâmetros ponderais e metabólicos  

A medida do peso corporal foi realizada antes das administrações de STZ, 4 e 8 

semanas após a indução 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 parâmetros metabólicos para cada grupo: ingestão de água e 

volume urinário de 18 horas. Para isso, antes do tratamento com STZ, três dias após 

o tratamento, e 4 e 8 semanas após a indução do diabetes, os animais foram 

mantidos em gaiolas metabólicas (Tecniplast®, Itália) individuais. Os animais 

permaneceram nas gaiolas por um período de 72 horas, com uma etapa de 

adaptação de 54 horas e etapa experimental nas 18 horas seguintes. Após o 

período experimental de 18 horas, a urina produzida foi recolhida, mensurada, 

centrifugada e armazenada em freezer -80ºC para análises posteriores. O volume de 

água ingerido foi medido individualmente, assim como o peso corporal do animal ao 

ser retirado da gaiola metabólica. 

 

5.5 Determinação dos níveis de glicose 

A glicemia capilar foi medida após jejum de 5 horas utilizando-se o glicosímetro Free 

Style Optium® (Abbott Laboratories. Abbott Park, Illinois, U.S.A.), a partir de um corte 

na veia da cauda. A primeira dosagem foi realizada antes da indução do diabetes a 

fim de confirmar a normoglicemia dos animais. A segunda avaliação foi feita 3 dias 

após a administração da última dose de STZ para confirmação do sucesso na 

indução do diabetes. A terceira dosagem foi realizada 4 semanas após a indução 

(na etapa 2 do projeto – antes da administração do peptídeo C) e a última dosagem 

foi feita 1 dia antes da eutanásia (8 semanas após a indução do diabetes).  

 

5.6 Obtenção das amostras e procedimento de eutanásia  

Oito semanas após a indução 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 eutanásia e da coleta de sangue, a qual 

foi realizada pela veia braquial. O sangue (aproximadamente 400 µL) 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 

obtenção do soro, que foi aliquotado e armazenado à -80ºC para análise de 
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creatinina, ureia e citocinas. Uma amostra composta por 45 µL de citrato de sódio e 

400 µL 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, à 4ºC para 

obtenção do plasma.  O plasma foi aliquotado e guardado em tubos do tipo 

eppendorf à -80ºC para realização dos testes de ELISA para ADAMTS13 e fvW.  

Os animais anestesiados foram eutanasiados por deslocamento cervical e o rim 

direito, o fígado e a aorta abdominal foram retirados, armazenados em tubos do tipo 

eppendorf, RNAse free contendo solução RNAlater (Qiagen®), e armazenados à -

80ºC até a extração do RNA. O rim esquerdo foi retirado, pesado, armazenado em 

tubo do tipo eppendorf contendo formol tamponado, ou solução karnovsky, e 

armazenado à temperatura ambiente para posterior confecção das lâminas para 

histologia. 

 

5.7 Determinação dos níveis de fvW e de ADAMTS13  

Foram quantificados os níveis plasmáticos e urinários de fvW e ADAMTS13 nos 

camundongos eutanasiados 8 semanas após a indução do diabetes (Figura 9) por 

ELISA de captura, utilizando-se os kits IMUBIND®FvW (American Diagnostica®) e 

IMUBIND®ADAMTS13, respectivamente (American Diagnostica®), de acordo com 

instruções dos fabricantes. Os níveis urinários foram expressos em relação à 

concentração de creatinina urinária 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 Avaliação da função renal 

A avaliação da função renal foi realizada por meio da determinação dos níveis de 

ureia no soro, de creatinina no soro e na urina, do cálculo da depuração estimada de 

creatinina (DEC), da determinação dos níveis urinários de albumina e de cloretos. 

Nestas análises foram utilizadas amostras de urina de 18 horas.  
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A determinação dos níveis séricos de ureia foi realizada pelo método enzimático-

colorimétrico, utilizando-se o kit diagnóstico Uréia-PP (Gold Analisa Diagnóstica®) 

(Figura 9).  A determinação dos níveis séricos e urinários de creatinina foi feita pelo 

método colorimétrico de ponto final, utilizando-se o kit diagnóstico Creatinina (Gold 

Analisa Diagnóstica®). A avaliação dos níveis urinários de albumina foi realizada por 

ELISA de captura, utilizando-se o kit Mouse Albumin (Bethyl Laboratories®). Os íons 

cloretos foram determinados utilizando o kit Cloretos (Gold Analisa Diagnóstica®). O 

cálculo da depuração de creatinina foi estimado pela seguinte equação: 

 

DEC (mL/min) = creatinina na urina (mg/dL)    x   volume urinário por min (mL/min) 

                                                      creatinina sérica (mg/dL) 

 

5.9 Avaliação da expressão gênica da ADAMTS13 e eNOS 

Após a eutanásia dos animais, o rim direito e o fígado foram removidos, recolheu-se 

entre 50 e 100 mg de cada órgão e os mesmos foram conservados no reagente de 

estabilização 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 extraído com TRIzol® (Ambion®), de acordo com 

recomendações do fabricante, e foram utilizadas amostras com razão 260/280 entre 

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

As reações de PCR (Polimerase Chain Reaction) em Tempo Real foram realizadas 

em volume de 25 µL em placas de 48 poços (MicroAmp optical, Applied Biosystems) 

no equipamento StepOne System® (Applied Biosystems). As condições de 

amplificação utilizadas consistiram de transcrição reversa a 50ºC por 30 minutos, 

seguido de desnaturação a 95°C por 10 minutos, 60 ciclos a 95°C por 15 segundos 

e 58°C por 1 minuto. A transcrição reversa e a quantificação por PCR em Tempo 

Real foram feitas em uma única etapa com a utilização do TaqMan RNA-to-CT™ 1-

Step Kit® (Applied Biosystems) e de sondas TaqMan® (éxons 28-29 da ADAMTS13 e 
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controle endógeno rRNA 18S) (Applied Biosystems®). Os níveis relativos de 

expressão da ADAMTS13 entre os grupos de camundongos foram calculados 

utilizando o método de quantificação relativa 2-∆∆CT. Para a eNOS, a quantificação 

seguiu as etapas anteriores, sendo que também foram utilizadas sondas TaqMan 

(éxons 22-23 da eNOS e o controle endógeno rRNA 18S) (Applied Biosystems®). Os 

primers foram desenhados para uma região localizada entre dois éxons, evitando-se 

a amplificação de DNA genômico por eventual contaminação. As sequências exatas 

dos primers estão disponíveis no site da Applied Biosystems (número de 

identificação dos ensaios: primers Mm03928990_g1 para 18S; Mm01218030_g1 

para ADAMTS13; e Mm00435217_m1 para eNOS). Para todas as reações, tomou-

se uma amostra com concentração estimada, foi realizada a diluição seriada (5 

pontos) e quantificou-se a expressão destas alíquotas para validar a correlação 

entre a fluorescência e o CT (cycle threshold). Para todas as curvas foi obtido um 

valor de correlação r2 ≥ 0,98, com uma eficiência entre 90 e 110%. Todas as 

análises foram feitas com amostras em triplicata. 

 

5.10 Análise histológica do rim por microscopia ótica e eletrônica 

O rim esquerdo foi pesado e, em seguida, armazenado em formol tamponado até a 

confecção das lâminas. O órgão foi embebido em parafina e, em seguida, cortado 

em secções consecutivas de 4 mm de espessura, as quais foram coradas com ácido 

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

Os cortes histológicos foram examinados sob um microscópio de luz (Olympus 

BX51®, Japão), em duplo-cego. Para avaliar o grau de lesão glomerular e tubular, 

foram avaliadas semi-quantitativamente secções 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 córtex renal foram selecionados aleatoriamente para avaliar alterações 

tubulares (atrofia e vacuolização) e alterações intersticiais (fibrose e inflamação) e 

graduados de 0 a 5, como segue: (0) nenhum dano aparente; (1) inflamação e 

fibrose intersticial e atrofia tubular e vacuolização envolvendo 0-10% do córtex; (2) 

área de lesão entre 10-20% do córtex; (3) área de lesão entre 20-30% do córtex; (4) 

área de lesão entre 30-40% do córtex; e (5) lesões envolvendo 40-100% do córtex. 
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As lesões glomerulares (exsudativa e bem desenvolvida, proliferação 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 

adesão 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 determinação das alterações patológicas, foi utilizada ainda uma 

classificação histológica para nefropatia diabética, geralmente aplicada em 

humanos, conforme descrito por Tervaert et al. (2010). As secções de rim coradas 

com PAS foram classificadas para os danos glomerulares em quatro classes: I, 

nenhum dano ou apenas mudanças leves e não específicas evidenciadas pela 

microscopia de luz e espessamento da membrana basal glomerular isolado; II, 

expansão mesangial leve (IIa) ou grave (IIb) sem esclerose nodular (lesões de 

Kimmelstiel-Wilson); III, pelo menos um glomérulo com aumento nodular na matriz 

mesangial (Kimmelstiel-Wilson); IV, mais de 50% de esclerose glomerular global 

com outras evidências clínicas ou patológicas de que a esclerose é devido à 

nefropatia diabética. As lesões intersticiais foram avaliadas separadamente levando-

se em consideração 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 inflamação intersticial, 

classificada como: 0, sem infiltrado intersticial; 1, presente apenas em torno de 

túbulos atróficos; e 2, infiltrado inflamatório também está presente em outras áreas. 

Além disso, as lesões vasculares foram avaliadas da seguinte maneira: hialinose 

arteriolar (0, não há hialinose arteriolar; 1, presença de uma arteriola com hialinose; 

2, mais de uma arteriola com hialinose está presente) e arteriosclerose (0, sem 

espessamento da camada íntima; 1, o espessamento da camada íntima é inferior à 

espessura da camada média; 2, o espessamento da camada íntima é superior à 

espessura da camada média). Finalmente, foi avaliado se grandes vasos estavam 

presentes ou não com a seguinte classificação: sim / não. 

Para a microscopia eletrônica de transmissão, um pequeno fragmento do rim 

esquerdo foi armazenado, no momento da eutanásia, em solução karnovsky por 24 
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horas e, em seguida, em tampão cacodilato de sódio 0,1M. O material foi 

processado e colocado em resina para posterior obtenção de cortes ultrafinos. As 

seções dos tecidos foram observadas em microscópio eletrônico de transmissão 

(Tecnai G2 Spirit Biotwin FEI®, 120kV) em aumento de 16.500x. A aquisição de 

imagens de pelo menos 5 diferentes alças capilares glomerulares do rim de 4 

camundongos do grupo CT, 4 do grupo DN e 4 do grupo DT com peptídeo C foi 

realizada. Para cada imagem obtida, foram realizadas 10 medidas do diâmetro em 

toda a extensão 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 diâmetro da membrana basal do rim de cada animal. 

Como esta análise foi realizada por 2 observadores independentes, a média final da 

membrana basal glomerular consistiu na média destes dois observadores. 

 

5.11 Avaliação dos níveis de citocinas 

Os níveis séricos e urinários das citocinas IL2, IL4, IL6, IL10, IL17, TNFα e IFNγ 

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 recomendações do fabricante. O software de 

análise utilizado foi o FCAP Array v.3. Para todas as curvas foi obtido um valor de 

correlação r2 ≥ 0,99 e os resultados foram expressos em pg/mL. Nestas análises 

foram utilizadas amostras de urina e soro obtidas conforme descrito nos itens 5.4 e 

5.6, respectivamente. Estas amostras não foram diluídas, nem passaram por 

preparo diferenciado para análise por CBA. A razão entre os níveis de interleucina 

sérica e urinária foi obtida dividindo-se os níveis da interleucina no soro, em pg/mL, 

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

 

5.12 Avaliação da expressão gênica do FVW, SOD e citocinas  

A expressão gênica listada a seguir também foi avaliada: FVW, IL6, IL10 e TNFα e 

SOD. Para isso, foi utilizada uma placa TaqMan Array 96 – Well FAST, customizada 

para este projeto, na qual todas as reações foram feitas em duplicata, e o ∆CT 
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obtido pela comparação com dois genes de referência –18S e GAPDH. As reações 

de PCR foram realizadas em volume de 10 µL em placas de 96 poços (MicroAmp 

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

As condições de amplificação utilizadas consistiram de transcrição reversa a 25ºC 

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 quantificação por PCR em 

Tempo Real consistiu de 50ºC por 2 minutos, seguido de desnaturação 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 II, With UNG (Applied Biosystems). Os níveis relativos de 

expressão gênica entre os grupos de camundongos foram calculados utilizando o 

método de quantificação relativa 2-∆∆CT. Em todas as análises de expressão gênica, 

quantificação relativa, considerou-se como aumentada a expressão no mínimo 2 x 

maior que a expressão do calibrador. 

 

5.13 Análise estatística 

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa estatístico SPSS 

versão 17.0. Os dados que apresentaram distribuição normal por meio do teste 

Shapiro-Wilk foram apresentados com média ± desvio padrão e foi empregado o 

teste t de Student para a comparação entre dois grupos. Para os que não 

apresentaram, foi empregado o método de Mann-Whitney e a apresentação foi 

realizada por meio de mediana (intervalo interquartílico). Para fazer comparações 

entre três grupos, foi utilizado o método ANOVA ou Kruskal-Wallis com correção de 

Bonferroni para as variáveis paramétricas e não-paramétricas, respectivamente. A 

investigação de correlação entre os parâmetros avaliados foi realizada pelo método 

de Pearson ou Spearman, considerando-se os dados dos grupos diabético e 

controle juntos. Uma análise de regressão linear multivariada foi aplicada para 

identificar as variáveis independentemente associadas aos níveis de ADAMTS13 

urinária. Para isto, selecionou-se as variáveis com valor p <0,2 na análise 

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

6.1 Aspectos metabólicos, renais e hemostáticos no modelo animal de 

diabetes mellitus tipo 1 

6.1.1 Caracterização 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 níveis de glicose superiores à 250 mg/dL, glicosúria positiva 

(medida pelo teste de tira reagente), aumento no volume urinário e menor peso 

corporal quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Também foi avaliada a 

função renal por meio da creatinúria, antes da indução do diabetes, três dias após a 

última administração de STZ e um dia antes da eutanásia. Foi observado aumento 

na excreção de creatinina urinária apenas no grupo diabético, quando comparada a 

creatinúria antes e depois da indução do diabetes, bem como antes e no dia anterior 

a eutanásia (p<0,001) (tabela 1).  

 

Tabela 1 – Avaliação da função renal por meio da creatinúria (mg/18 horas), em três 

momentos diferentes (antes da indução do diabetes, três dias depois e um dia antes 

da eutanásia) 

 Antes Depois Eutanásia 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 ± 0,12ab 1,86 ± 0,93 2,64 ± 0,78 0,001* 

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

1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. a Diferença significativa antes e depois; 
b Diferença significativa antes e na eutanásia. * Valor p significativo < 0,05. 

 

Ainda, os grupos controle e diabético não apresentaram em relação à creatinúria 

diferenças quando comparados antes da indução do diabetes (p>0,05). Três dias 

depois da indução do diabetes e um dia antes da eutanásia, o grupo diabético 
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apresentou níveis de creatinina urinária significativamente superiores ao grupo 

controle (p=0,043 e 0,007, respectivamente). Esses resultados mostraram que o 

modelo animal de diabetes estava adequado e, então, a caracterização do modelo 

foi realizada em grupo amostral maior, com 10 animais do grupo controle e 10 

diabéticos. 

 

6.1.1.1 Caracterização bioquímica 

Antes do tratamento com STZ, os valores de glicemia e peso corporal dos grupos 

estudados foram similares (P>0,05), conforme esperado, não sendo encontrada 

diferença significativa entre os mesmos. Os animais também consumiram 

quantidades similares de água e comida. O diabetes foi confirmado três dias após a 

última dose de STZ, pela presença de hiperglicemia. No dia anterior à eutanásia, a 

glicemia dos animais foi aferida novamente pelo mesmo processo, a fim de confirmar 

se os animais diabéticos continuavam hiperglicêmicos, enquanto os controles 

permaneceram normoglicêmicos. Os animais que apresentaram glicemia inferior à 

250 mg/dL foram excluídos do estudo.  A Tabela 2 mostra os valores de glicemia 

capilar encontrados para cada grupo, bem como os parâmetros obtidos a partir da 

utilização das gaiolas metabólicas no dia anterior à eutanásia.  

 

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

anterior à eutanásia. 

 Controle (n=10) Diabético (n=10) p 

Glicemia (mg/dL) 1 147,3 ± 27,8  432,4 ± 62,7  <0,001* 

Volume de urina (mL) 1 1,52 ± 0,61  20,25 ± 7,46  <0,001* 

Peso corporal (g) 1 25,45 ± 1,07  20,10 ± 1,66  <0,001* 

Ingesta hídrica (mL) 1 6,56 ± 3,79  27,36 ± 10,48  <0,001* 

1 – média e desvio-padrão. Test t-Student. *Valor p significativo <0,05.  
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Foi encontrada diferença significativa entre os grupos para todos esses parâmetros 

(p<0,001), sendo a glicemia, volume urinário e ingesta hídrica 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 excreção de fezes. Essas características foram observadas a 

partir do terceiro dia após a indução do diabetes e permaneceram até o dia da 

eutanásia. Nos animais diabéticos, foi ainda observada glicosúria positiva (medida 

pelo teste de tira reagente) em todos os animais, sendo que nenhum animal do 

grupo controle apresentou positividade para este parâmetro. 

 

6.1.1.2 Avaliação da função renal 

O grupo diabético apresentou hiperfiltração, evidenciada por níveis elevados de 

albumina na urina (p<0,001). Contudo, não houve diferença significativa nos níveis 

de creatinina e ureia séricas, bem como na DEC, quando comparados os grupos 

estudados (p>0,05). A excreção de cloreto também foi significativamente superior no 

grupo diabético em relação 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 diferença não foi significativa (p=0,104). Observou-se uma 

maior perda urinária de creatinina no grupo diabético quando comparado ao 

controle, contudo não foi significativo (p=0,051) (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Comparação dos parâmetros para avaliação da função renal entre os 

grupos diabético e controle. 

 Controle (n=10) Diabético (n=10) p 

Ureia sérica (mg/dL) 1 69,05 ±10,48  59,69 ± 9,23  0,065 

Creatinina sérica 

(mg/dL) 1 

0,48 ± 0,24  0,37 ± 0,24  0,381 

Creatinúria (mg/18h) 2 1,11 (0,35)  4,49 (3,73)  0,051 

DEC (mL/min) 1 0,50 ± 0,78  0,76 ± 0,48  0,454 

Microalbuminúria 

(µg/18horas) 1 

32,99 ± 10,80  131,11 ± 24,68  

 

<0,001* 

 Peso renal relativo 

(mg/g peso corporal) 2 

0,67 (0,10)   0,73 (0,17)  0,104 

Cloreto (meq/18h) 1 0,41 ± 0,05  0,78 ± 0,18  <0,001* 

1 – média e desvio-padrão – Teste t-Student; 2 – mediana e intervalo interquartílico – Mann 

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

 

6.1.2 Níveis de fvW e ADAMTS13 nos grupos controle e diabético 

Os níveis urinários da ADAMTS13 foram dosados apenas no grupo diabético antes 

da indução da doença, 30 dias após e 1 dia antes da eutanásia, a fim de avaliar a 

perda desta proteína ao longo da evolução do DM1 (Tabela 4). Este grupo 

apresentou aumento significativo na perda urinária de ADAMTS13, quando 

comparado aos níveis desta proteína na urina antes da indução do diabetes e 30 

dias depois da administração de STZ, bem como antes e no dia anterior à eutanásia 

(p=0,033). Contudo, não foram observadas diferenças significativas na excreção 

urinária de ADAMTS13 quando comparados os níveis desta proteína 30 dias depois 

da indução do diabetes e na eutanásia (p>0,05). 
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Tabela 4 – Avaliação dos níveis urinários da ADAMTS13 (ng/18 horas) no grupo 

diabético não tratado em três momentos diferentes (antes da indução do diabetes, 

trinta dias depois e um dia antes da eutanásia) 

 Antes Depois Eutanásia p 

Diabético (n=6) 1 1,77 ± 0,68 a b  22,89 ± 9,33 31,01 ± 16,14 0,033* 

1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. a Diferença significativa antes e depois; 
b Diferença significativa antes e na eutanásia, 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 níveis plasmáticos de fvW nos grupos controle e diabético. Cumpre 

ressaltar que não foram detectados níveis de fvW na urina em ambos os grupos.  

 

Tabela 5 – Medidas descritivas para ADAMTS13 plasmática e urinária e fator de von 

Willebrand plasmático entre os grupos diabético e controle. 

 Controle (n=10) Diabético (n=10) p 

ADAMTS13 (ng/mL) 

plasma 2 

474,16 (362,32)  317,24 (440,72)  0,266 

ADAMTS13 (ng/mL) 

urina 1 

4,56 ± 3,56  14,94 ± 5,57  

 

0,001* 

ADAMTS13 (ng/18 horas) 

urina 2 

6,49 (5,21)  

 

493,51 (467,40)  

 

0,014* 

ADAMTS13 (ng/mg Cr) 1 7,71 ± 5,66  53,17 ± 17,40  0,001* 

fvW (mU/mL) 1 68,00 ± 33,81  50,88 ± 30,77  
 

0,370 

1 – média e desvio-padrão – Teste t-Student; 2 – mediana e intervalo interquartílico – Mann 

Whitney. *Valor de p significante <0,05. Cr, creatinina; fvW, fator de von Willebrand. 
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Não foi observada diferença significativa entre os níveis de ADAMTS13 no plasma 

quando comparados os grupos controle e diabético (p=0,266). Entretanto, os níveis 

de ADAMTS13 urinários foram significativamente superiores no grupo diabético 

(p=0,001) quando comparado ao grupo controle. Essa diferença também foi 

significativa quando os níveis desse marcador foram corrigidos (normalizados) pelo 

volume de urina de 18 horas e pela excreção de creatinina urinária (ng/mg Cr). Para 

os níveis plasmáticos do fvW não foi observada diferença significativa entre os 

grupos (p=0,370).  

Considerando-se os dados dos grupos diabético e controle juntos, as análises de 

correlação de maior relevância clínica estão representadas na Tabela 6. A glicemia 

apresentou correlação positiva com ADAMTS13 na urina, expressa em nanograma 

por miligrama de creatinina (p<0,001). Foi também observada correlação positiva 

entre os níveis de ADAMTS13 na urina e a microalbuminúria (p=0,001). No entanto, 

essa variável não apresentou correlação com os níveis plasmáticos de fvW e 

ADAMTS13 (p>0,05). O fvW não apresentou correlação com as variáveis 

analisadas.  

 

Tabela 6 – Variáveis correlacionadas com os níveis de ADAMTS13 na urina em 

nanograma por miligrama de creatinina nos grupos diabético e controle. 

Variável dependente Variável independente r p 

ADAMTS13 urina 

(ng/mg Cr) 

 

Microalbuminúria (18h) 1 0,820 0,001* 

fvW (mU/mL) 1 -0,150 0,609 

ADAMTS13 plasma (mg/mL) 2 -0,314 0,274 

Glicemia (mg/dL) 1 0,901 <0,001* 

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

A análise de regressão linear revelou que as variáveis associadas 

independentemente aos níveis urinários de ADAMTS13 são microalbuminúria 

(p=0,001, beta=4,79) e glicemia (p<0,001, beta=6,57). 
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6.1.3 Avaliação da expressão renal e hepática da ADAMTS13 e endotelial do 

FVW  

Por meio da PCR em tempo real e quantificação relativa (utilizando como 

normalizador o gene 18S que possui níveis de expressão gênica semelhantes no 

tecido renal e hepático), constatou-se maior expressão gênica de ADAMTS13 no 

fígado quando comparado ao rim em ambos os grupos (p<0,05). Quando a 

comparação foi realizada entre os grupos, foi observada expressão gênica hepática 

maior (2,53x) no grupo diabético quando comparado ao grupo controle. Esta 

diferença não foi observada quando comparada à expressão da ADAMTS13 no rim 

(1,00x) entre os grupos (Figura 13). Com relação à expressão na aorta abdominal do 

FVW foi observada expressão maior (2,20x) no grupo diabético quando comparada 

ao grupo controle (Figura 14). 

 

 

Figura 13 – Quantificação relativa da ADAMTS13 no rim e no fígado dos grupos controle e 

diabético. A expressão da ADAMTS13 foi maior no fígado quando comparada ao rim em 

cada grupo (p<0,05). No fígado, a expressão da ADAMTS13 foi maior (2,53x) nos animais 

diabéticos quando comparada aos controles, entretanto não houve diferença na expressão 

no tecido renal quando comparados os grupos diabético e controle (1,0x). *Valor de p 

significante <0,05. 
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Figura 14 – Quantificação relativa do fator de von willebrand (FVW) na aorta abdominal dos 

grupos controle e diabético. A expressão do FVW foi maior (2,20x) nos animais diabéticos 

quando comparada aos controles.  
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6.2 O efeito do peptídeo C nos parâmetros metabólicos, renais, hemostáticos, 

inflamatórios e no estresse oxidativo no modelo animal de diabetes mellitus 

tipo 1  

6.2.1 Efeito do peptídeo C sobre a glicemia, o peso e a função renal 

Para examinar se o peptídeo C tem efeito sobre a glicemia e o peso corporal dos 

animais, estes parâmetros foram avaliados nos grupos estudados (CT, DN e DT com 

peptídeo C) em três momentos diferentes (Tabelas 7 e 8). Antes da indução do 

diabetes, os valores de glicemia e peso corporal dos grupos estudados foram 

similares, conforme esperado, não sendo encontrada diferença significativa entre 

eles. Trinta dias após a indução do diabetes (1 dia antes do início da administração 

do peptídeo C), a glicemia dos animais foi aferida novamente, a fim de confirmar os 

níveis glicêmicos elevados dos animais diabéticos e a normoglicemia do grupo 

controle (Tabela 7).  

 

Tabela 7 – Avaliação da glicemia (mg/dL) dos grupos testados em três momentos 

diferentes (antes da indução do diabetes, trinta dias depois e um dia antes da 

eutanásia) 

 
1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. ǂ Diferença significativa entre os grupos 
controle tratado e diabético. Ψ Diferença significativa entre os grupos controle tratado e 
diabético tratado. p<0,01. a Diferença significativa antes e depois; b Diferença significativa 
antes e na eutanásia. CT: controle tratado com peptídeo C; DN: diabético não tratado com 
peptídeo C; DT: diabético tratado com peptídeo C. * Valor p significativo < 0,05.  
 
 

 Antes Depois Eutanásia p 

CT (n=9)1 192,50 ± 7,40 204,50 ± 15,89ǂ Ψ 180,33 ±47,81ǂ Ψ 0,241 

DN (n=12)1 177,50 ± 26,86 a,b 392,00 ± 83,93 380,00 ± 63,29 <0,001* 

DT (n=11)1 148,33 ± 14,57 a,b 426,33 ± 84,72 388,67 ± 80,64 <0,001* 

Valor p 0,100 <0,001* 0,002*  
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Os animais diabéticos que apresentaram glicemia inferior a 250 mg/dL foram 

excluídos do estudo. Os animais dos grupos DN e DT apresentaram níveis de 

glicemia significativamente superiores quando comparados ao grupo CT, 

mensurados 30 dias após a indução do diabetes (p<0,001). Com relação ao peso 

corporal, os animais do grupo CT ganharam peso em comparação aos grupos DN e 

DT, no mesmo período de avaliação (p=0,003). 

Após o tratamento com peptídeo C e um dia antes da eutanásia, a glicemia e o peso 

dos animais foram aferidos novamente a fim de avaliar o efeito do peptídeo C. Os 

níveis glicêmicos dos DN e DT permaneceram significativamente superiores aos 

níveis do grupo controle tratado (p=0,002), enquanto o peso corporal se manteve 

significativamente inferior (p=0,002). No entanto, não foi observada diferença 

significativa entre os grupos DN e DT com peptídeo C com relação à glicemia e ao 

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

Ao longo do experimento, foi possível observar que os animais do grupo CT se 

mantiveram normoglicêmicos, enquanto os dos grupos DN e DT apresentaram 

aumento da glicemia, quando comparados antes e 30 dias após a indução do 

diabetes (p<0,001 para ambos os grupos). No entanto, não houve diferença 

significativa quando os grupos DN e DT foram comparados 30 dias após a indução 

do diabetes (1 dias antes do início do tratamento com o peptídeo C) e na eutanásia 

(30 dias após o início do tratamento com peptídeo C) (p>0,05). O peptídeo C 

também não apresentou efeito sobre o peso corporal nos animais diabéticos, uma 

vez que não houve ganho significativo de peso após o tratamento com o peptídeo 

(p>0,05) (Tabelas 7 e 8). 
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Tabela 8 – Avaliação do peso (g) dos grupos testados em três momentos diferentes 

(antes da indução do diabetes, trinta dias depois e um dia antes da eutanásia) 

 Antes Depois Eutanásia p 

CT (n=9) 1 20,42 ± 0,92 a, b 24,92 ± 0,86 ǂ Ψ 25,25 ± 0,76 ǂ Ψ <0,001* 

DN (n=12)1 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-padrão – ANOVA post hoc LSD. ǂ Diferença significativa entre os grupos 
controle tratado e diabético. Ψ Diferença significativa entre os grupos controle tratado e 
diabético tratado, p<0,01. a Diferença significativa antes e depois; b Diferença significativa 
antes e na eutanásia. CT: controle tratado com peptídeo C; DN: diabético não tratado com 
peptídeo C; DT: diabético tratado com peptídeo C. * Valor p significativo < 0,05. 

 

Antes da indução do diabetes, trinta dias após a última dose de STZ (1 dia antes do 

início do tratamento com peptídeo C) e um dia antes da eutanásia, foi realizada a 

coleta de urina para a dosagem de microalbuminúria no grupo composto por 6 

animais do grupo CT, 7 animais do grupo DN e 7 animais do grupo DT (Tabela 9). 

Antes da eutanásia, não foi observada diferença significativa entre os grupos CT, DN 

e DT (p>0,05). Contudo, 30 dias após a indução do diabetes e na eutanásia, foi 

observado aumento na excreção de albumina urinária nos grupos DN e DT quando 

comparada ao grupo CT (p=0,005 e 0,014, respectivamente). Avaliando apenas o 

grupo CT, não foram observadas diferenças significativas na excreção de albumina 

urinária ao longo do experimento (p=0,103). Entretanto, no grupo DN e DT, foi 

observada diferença significava na microalbuminúria quando comparados os níveis 

antes da indução do diabetes e na eutanásia, bem como 30 dias depois da indução 

do diabetes e na eutanásia (p=0,005 e 0,049, respectivamente). Para ambos os 

grupos não foram observadas diferenças significativas entre os níveis de albumina 

na urina antes da indução do diabetes e na eutanásia (p>0,05). 
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Tabela 9 – Avaliação da função renal por meio da microalbuminúria (µg/18horas) 

dos grupos controle tratado, diabético não-tratado e diabético tratado em três 

momentos diferentes (antes da indução do diabetes, trinta dias depois e um dia 

antes da eutanásia) 

 Antes Depois Eutanásia p 

CT (n=6) 1 25,54 ± 8,03 14,93 ± 4,03 ǂ, Ψ 14,48 ± 3,14 ǂ, Ψ  0,103 

DN (n=7)1 21,18 ± 6,97 b  32,05 ± 9,55 c  48,54 ± 20,38  0,005* 

DT (n=7) 1 31,19 ± 11,68 b   31,95 ± 11,29 c  53,94 ± 36,33  0,049* 

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

 
1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. ǂDiferença significativa entre os grupos 
controle tratado e diabético. ΨDiferença significativa entre os grupos controle tratado e 
diabético tratado, p<0,01. b Diferença significativa antes e na eutanásia;. c Diferença 
significativa depois e na eutanásia. CT: controle tratado com peptídeo C; DN: diabético não 
tratado com peptídeo C; DT: diabético tratado com peptídeo C. * Valor p significativo < 0,05. 
 
 

Após a eutanásia, nos animais DN e DT com peptídeo C foram observados, além de 

hiperglicemia, menor peso corporal e microalbuminúria, aumento no volume de urina 

e de água ingerida, bem como maiores níveis urinários de creatinina quando 

comparados ao grupo CT (p<0,05 para todos estes parâmetros, Tabela 10). Não 

houve diferença significativa para os parâmetros avaliados, quando comparados os 

grupos DN e DT com peptídeo C (p>0,05). 
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Tabela 10 – Parâmetros avaliados para os grupos controle tratado com peptídeo C, 
diabético não-tratado e diabético tratado com peptídeo-C após eutanásia 
 
 

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

Volume urinário 

(mL/18h) 2 
2,00 (1,00) ǂ, Ψ 21,00 (16,00) 21,00 (10,00) 0,001* 

Volume de água 

ingerido (mL/18h) 2 
6,00 (1,00) ǂ, Ψ 26,00 (22,00) 29,00 (10,00) <0,001* 

Creatinina urinária 

(mg/dL) 2 
6,80 (2,24) ǂ, Ψ 1,46 (0,77) 1,25 (0,90) <0,001* 

Creatinina urinária 

(mg/18h) 1 
0,13 ± 0,02 ǂ 0,26 ± 0,11 0,20 ± 0,06 0,021* 

 

1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. 2 – mediana (intervalo interquartílico) – 
Kruskal, seguido de Mann-Whitney e correção de Bonferroni. ǂDiferença significativa entre 
os grupos controle tratado e diabético não-tratado.ΨDiferença significativa entre os grupos 
controle tratado e diabético tratado. CT: controle tratado com peptídeo C; DN: diabético não 
tratado com peptídeo C; DT: diabético tratado com peptídeo C. * Valor p significativo < 0,05 

 

 

6.2.2 Caracterização histológica do rim 

As análises histopatológicas das lâminas dos rins de camundongos CT, DN e DT 

com peptídeo C, por meio de microscopia óptica não apresentaram alterações sendo 

classificadas como: zero (0) para lesões tubulares (atrofia e vacuolização); zero (0) 

para danos intersticiais (fibrose e inflamação) e zero (0) para lesões glomerulares 

(Figura 15). Os cortes histológicos dos rins dos grupos CT, DN e DT ainda foram 

classificados como: I (um) para lesões glomerulares (nenhum dano ou apenas 

mudanças leves e não específicas evidenciadas pela microscopia de luz e 
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espessamento da membrana basal glomerular isolado); zero (0) para IFTA e 

inflamação intersticial; zero (0) para hialinose arteriolar e arteriosclerose; e não 

foram evidenciados grandes vasos.  

A microscopia eletrônica revelou glomérulos com estrutura preservada, com 

membranas basais de composição habitual, sem espessamento ou aumento da 

matriz mesangial. Não houve diferença 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 podócitos exibiram 

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

 

 

Figura 15 – Fotomicrografia em microscopia ótica (A) e eletrônica (B) mostrando rim de 

camundongo dos grupos controle tratado com peptídeo C, diabético e diabético tratado com 

peptídeo C. A) Glomérulo de camundongo dos grupos controle tratado, diabético e diabético 

tratado com peptídeo C apresentando matriz e celularidade mesangiais dentro dos limites da 

normalidade. Espaço túbulo-intersticial bem preservado, sem sinais de fibrose, atrofia e 

inflamação (coloração PAS, aumento 400x). B) Glomérulo de camundongo dos grupos 

controle tratado, diabético e diabético tratado apresentando estrutura preservada, ausência 

de expansão da matriz mesangial e espessamento da membrana basal. Não foi observada 

perda da estrutura original dos podócitos (aumento de 16.500x). 
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6.2.3 Efeito do peptídeo C sobre os níveis de fvW e ADAMTS13 

Não foi observada diferença significativa entre os níveis plasmáticos de fvW e 

ADAMTS13 nos grupos CT, DN e DT, nas amostras coletadas após eutanásia 

(p=0,100 e 0,867, respectivamente).  Já os níveis urinários de ADAMTS13 foram 

significativamente superiores nos DN e DT, quando comparado ao grupo CT 

(p=0,003). Contudo, não foi observada diferença significativa nos níveis urinários de 

ADAMTS13 entre os grupos DN e DT com peptídeo C (p>0,05) (Tabela 11). 

 

Tabela 11 – Avaliação dos níveis plasmáticos de fvW e dos níveis plasmáticos e 

urinários de ADAMTS13 nos grupos estudados 

1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. ǂDiferença significativa entre os grupos 
controle tratado e diabético não-tratado. ΨDiferença significativa entre os grupos controle 
tratado e diabético tratado. CT: controle tratado com peptídeo C; DN: diabético não tratado 
com peptídeo C; DT: diabético tratado com peptídeo C. * Valor p significativo < 0,05. 
Abreviações: Cr, creatinina; fvW, fator de von Willebrand. 
 

 

 CT (n=9) DN (n=10) DT (n=10) p 

ADAMTS13 plasmática 

(ng/mL)1 

3,94 ± 0,28 5,29 ± 1,43 5,74 ± 2,00 0,100 

ADAMTS13 urinária (ng/mL)1 1,26 ± 0,29 1,52 ± 0,42 1,36 ± 0,38 0,370 

ADAMTS13 urinária (ng/18 

horas)1 

2,41 ± 0,54 ǂ, Ψ 25,32 ± 17,09 28,16 ± 17,81 0,005* 

ADAMTS13 urinária (ng/mg 

cr)1 

18,53 ± 4,44 ǂ, Ψ 96,41 ± 55,99 115,60 ± 67,01 0,003* 

fvW plasmático (mU/mL)1 5,19 ± 5,41 4,04 ± 4,43 5,69 ± 7,34 0,867 
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6.2.4 Expressão gênica do FVW, da ADAMTS13 e da eNOS 

Por meio da PCR em tempo real e quantificação relativa, constatou-se uma 

expressão gênica endotelial do FVW maior (3,52x) no grupo DN, quando comparado 

ao grupo CT. O grupo DT com peptídeo C também apresentou uma expressão maior 

(3,31x) do que o grupo CT. Entretanto, a diferença de expressão do FVW entre os 

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

 

 

Figura 16 – Avaliação da expressão gênica do fator de von Willebrand (FVW) nos grupos 

controle tratado, diabético não tratado e diabético tratado com peptídeo C após 8 semanas 

de diabetes. A expressão do FVW foi maior (3,52x) nos animais diabéticos e diabéticos 

tratados (3,31x) quando comparada aos controles tratados com peptídeo C. Entre os grupos 

diabéticos a diferença de expressão foi de 1,06x. 

 

Com relação à expressão da ADAMTS13 no rim, foi observado que a expressão no 

grupo DN foi apenas 1,32x maior que o CT. No entanto, esta mesma expressão foi 

2,90x maior no grupo DT quando comparada ao grupo CT (Figura 17). A expressão 

renal no grupo DT foi ainda 2,17x maior do que a do grupo DN. Já a expressão 

hepática de ADAMTS13 foi maior (2,22x) no grupo DN e no grupo DT (2,90x) 

quando comparada ao grupo CT, enquanto a expressão no grupo DT em relação ao 

grupo DN foi semelhante (1,32x).  
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Figura 17 – Avaliação da expressão gênica renal e hepática da ADAMTS13 nos grupos 

controle tratado, diabético não tratado e diabético tratado com peptídeo C após 8 semanas 

de diabetes. No rim, a diferença de expressão da ADAMTS foi de 1,32x nos animais 

diabéticos e 2,90x nos diabéticos tratados quando comparada aos controles tratados com 

peptídeo C. Entre os grupos diabéticos a diferença de expressão foi de 2,17x. No fígado, a 

expressão da ADAMTS foi maior (2,22x) nos animais diabéticos e diabéticos tratados 

(2,90x) quando comparada aos controles tratados com peptídeo C. Entre os grupos 

diabéticos a diferença de expressão foi de 1,32x. 

 

A expressão gênica da eNOS no rim foi semelhante nos grupos DN (1,35x) e DT 

(1,82x), quando comparados ao grupo CT (Figura 18). A expressão renal da eNOS 

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

Da mesma forma, na aorta, a expressão 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 – Avaliação da expressão gênica no rim e na aorta abdominal da eNOS nos 

grupos controle tratado, diabético não tratado e diabético tratado com peptídeo C após 8 

semanas de diabetes. A expressão gênica da eNOS no rim foi semelhante entre os grupos: 

1,35x entre DN e CT; 1,82x entre DT e CT; 1,35x entre DT e DN. Na aorta, a expressão 

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. Abreviações: DN, diabético não tratado; DT, diabético tratado com peptídeo 

C; CT, controle tratado com peptídeo C. 

 

6.2.5 Efeito do peptídeo C na inflamação e no estresse oxidativo  

Para avaliar o perfil inflamatório no modelo animal de DM1 de início recente, no 

presente estudo os valores séricos e urinários das citocinas inflamatórias IL2, IL4, 

IL6, IL10, IL17, IFN e TNF foram medidos (Tabela 12). Foram observados níveis 

urinários aumentados no grupo DN quando comparado ao grupo CT de IL4 

(p=0,023) e de TNF (p=0,021). Para estas citocinas não foram observadas 

diferenças significativas quando comparados os grupos DN e DT com peptídeo C 

(p>0,05). Já para as citocinas IL10 e IL17 foram observados níveis urinários 

significativamente maiores no grupo DN quando comparado aos grupos CT e DT 

com peptídeo C (p=0,015 e p=0,007, respectivamente).  
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Tabela 12 – Avaliação dos níveis de citocinas dos grupos controle tratado com 
peptídeo C, diabético e diabético tratado com peptídeo C após 8 semanas de 
diabetes. 

 

 CT (n=9) DN (n=10) DT (n=11) p 

IL2 sérica 

(pg/mL) 1 

0,87 ± 2,13 1,25 ± 3,67 0,10 ± 0,19 0,559 

IL2 urinária 

(pg/18horas) 2 

0,62 (2,40) 7,15 (43,88) 0,00 

(14,15) 

0,283 

Razão IL2 soro/urina2 0,00 ( - ) 0,00 (1,28) 0,10 ( - ) 1,000 

IL4 sérica  

(pg/mL) 1 

1,98 ± 3,77 0,63 ± 0,57 0,49 ± 1,20 0,360 

IL4 urinária 

(pg/18horas) 2 

1,00 (0,72) 

ǂ 

18,35 (16,86) 8,53 (8,17) 0,023* 

Razão IL4 soro/urina1 4,75 ± 

10,44 

0,49 ± 0,48 1,32 ± 3,25 0,524 

IL6 sérica 

(pg/mL) 2 

0,25 (0,86) 1,11 (13,99) 2,90 ( - ) 
0,224 

IL6 urinária 

(pg/18horas) 2 

1,76 (2,19)  16,72 (58,76) 0,00 

(25,55) 

0,161 

Razão IL6 soro/urina1 1,27 ± 1,38 3,67 ± 4,03 6,15 ± 8,51 0,578 

IL10 sérica (pg/mL) 1 3,87 ± 4,45 9,18 ± 10,69 2,54 ± 2,57 0,615 

IL10 urinária 

(pg/18horas) 1 

14,10 ± 

10,65 ǂ 

344,00 ± 

343,23 § 

80,56 ± 

118,28 

0,015* 

Razão IL10 soro/urina 

2 

0,86 ( - ) 0,15 (1,08) 0,13 ( - ) 0,169 

Continua 
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IL17 sérica (pg/mL) 1 0,55 ± 0,78 2,89 ± 3,59 2,21 ± 3,13 0,870 

IL17 urinária 

(pg/18horas) 1 

2,29 ± 1,58 

ǂ 

26,07 ± 23,23 

§ 

4,65 ± 8,97 0,007* 

Razão IL17 soro/urina 

1 

0,82 ± 1,15 1,90 ± 2,27 1,99 ± 2,82 0,938 

IFN  sérico (pg/mL) 2 0,36 (1,90) 0,00 (3,08) 0,36 (2,65) 0,698 

IFN urinário 

(pg/18horas) 1 

2,43 ± 1,98 17,97 ± 22,37 16,64 ± 

17,04 

0,177 

Razaão IFN  

soro/urina2 

0,25 (2,89) 0,00 (1,32) 0,13 (1,77) 0,687 

TNF sérico (pg/mL) 2 2,68 (3,27) 3,76 (3,64) 4,49 (1,10) 0,832 

TNF urinário 

(pg/18horas) 1 

6,95 ± 2,99 

ǂ 

88,49 ± 86,47 35,29 ± 

22,78 

0,021* 

Razão TNF 

soro/urina1 

1,48 ± 1,25 0,98 ± 0,62 1,96 ± 1,03 0,328 

 

1 – média e desvio-padrão – ANOVA post hoc LSD. 2 – mediana (intervalo interquartílico) – 
Kruskal, seguido de Mann-Whitney e correção de Bonferroni.  ǂDiferença significativa entre 
os grupos controle tratado e diabético. §Diferença significativa entre os grupos diabético e 
diabético tratado. CT: controle tratado com peptídeo C; DN: diabético não tratado com 
peptídeo C; DT: diabético tratado com peptídeo C. *Valor p significativo <0,05. 
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A expressão gênica renal das citocinas IL6, IL10 e TNF foi avaliada por meio de 

PCR em tempo real (Figura 19). Para a citocina IL6, foi observada maior expressão 

no grupo DN em relação ao grupo CT (2,22x), mas semelhante ao grupo DT com 

peptídeo C (1,81x). Por outro lado, a expressão no grupo DT foi semelhante quando 

comparada ao grupo CT (1,22x maior apenas). Da mesma forma, para a citocina 

TNF, foi observada expressão maior no grupo DN em relação ao CT (2,83x), mas 

semelhante ao grupo DT com peptídeo C (1,79x). O grupo DT apresentou expressão 

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

Por fim, para a expressão da citocina anti-inflamatória IL10, foi observada maior 

expressão no grupo DT com peptídeo C quando comparado aos grupos CT (4,86x) e 

DN (2,94x). O grupo DN apresentou um aumento de apenas 1,63x na expressão de 

IL10 quando comparado ao grupo CT.  

 
 
 

 

Figura 19 – Avaliação da expressão gênica renal de citocinas nos grupos controle tratado, 

diabético não tratado e diabético tratado com peptídeo C após 8 semanas de diabetes. A 

expressão gênica 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 expressão entre os grupos foi: 1,63x entre 

DN e CT; 4,86x entre DT e CT; e 2,94x entre DN e DT. Para TNFα, a expressão entre os 

grupos foi: 2,83x entre DN e CT; 1,58x entre DT e CT; e 1,79x entre DN e DT. Abreviações: 

DN, diabético não tratado; DT, diabético tratado com peptídeo C; CT, controle tratado com 

peptídeo C. 
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A expressão da enzima SOD na aorta abdominal foi 2,50x maior no grupo DN 

quando comparado ao grupo CT, mas semelhante ao grupo DT (1,04x maior). O 

grupo DT apresentou expressão de SOD 2,41x maior quando comparado ao grupo 

CT (Figura 20).  

 

 

 

Figura 20 – Avaliação da expressão gênica na aorta abdominal da superóxido dismutase 

(SOD) nos grupos controle tratado, diabético não tratado e diabético tratado com peptídeo C 

após 8 semanas de diabetes. A expressão da SOD foi maior (2,50x) nos animais diabéticos 

e diabéticos tratados (2,41x) quando comparada aos controles tratados com peptídeo C. 

Entre os grupos diabéticos a diferença de expressão foi de 1,04x. 

 

As análises de correlação de maior relevância clínica estão representadas na Tabela 

13, levando-se em consideração os três grupos simultaneamente, em função do 

tamanho amostral. A ADAMTS13 urinária em nanograma por miligrama de creatinina 

apresentou correlação significativamente positiva com microalbuminúria, creatinúria 

e níveis de glicose. Ainda, apresentou correlação significativa positiva com as 

citocinas urinárias IL4, IFN, IL6 e TNF. As citocinas TNF e IFN na urina 

apresentaram ainda correlação positiva com níveis urinários de glicose plasmática, 

microalbuminúria, creatinúria e com todas as citocinas estudadas na urina. Para IL2, 

IL4, IL6, IL10 e IL17 foi observada correlação com as demais citocinas, no entanto, 
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com os demais parâmetros não foi observada correlação ou a mesma foi fraca. O 

fvW plasmático não apresentou correlação com as variáveis analisadas. 
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Tabela 13 – Análises de correlações  

 ADAMTS13 

urina (ng/mg Cr) 

Microalbuminúria 

(µg/18h) 

Creatinúria 

(mg/18h) 

Glicose 

(mg/dL) 

TNF 

(pg/18h) 

IL2 

(pg/18h) 

IL4 

(pg/18h) 

IFN 

(pg/18h) 

IL6 

(pg/18h) 

IL10 

(pg/18h) 

IL17 

(pg/18h) 

ADAMTS13 urina (ng/mg Cr) - r=0,874   

p<0,001* 

r=0,561   

p=0,002* 

r=0,751   

p=0,001* 

r=0,556   

p=0,004* 

r= - 0,874   

p=0,626 

r=0,421  

p=0,036* 

r=0,707   

p<0,001* 

r= - 0,504   

p=0,014* 

r=0,394   

p=0,051 

r=0,332   

p=0,104 

Microalbuminúria (µg/18h) 1 r=0,874   

p<0,001* 

- r=0,520   

p=0,016* 

r=0,527   

p=0,044* 

r=0,483   

p=0,036* 

r=0,158   

p=0,517 

r=0,423   

p=0,071 

r=0,683   

p=0,001* 

r= - 0,317   

p=0,215 

r=0,480   

p=0,038* 

r=0,371   

p=0,118 

Creatinúria (mg/18h) 1 r=0,561   

p=0,002* 

r=0,520   

p=0,016* 

- r=0,556   

p=0,011* 

r=0,572   

p=0,003* 

r= - 0,217   

p=0,625 

r=0,639   

p=0,001* 

r=0,454   

p=0,023* 

r= - 0,636   

p=0,001* 

r=0,655   

p<0,001* 

r=0,625   

p=0,001* 

Glicose (mg/dL) 1 r=0,751   

p=0,001* 

r=0,527   

p=0,044* 

r=0,556   

p=0,011* 

- r=0,723   

p<0,001* 

r= - 0,300   

p=0,259 

r=0,586   

p=0,017* 

r=0,566   

p=0,022* 

r= - 0,659   

p=0,010* 

r=0,514   

p=0,041* 

r=0,586   

p=0,017* 

TNF (pg/18h) r=0,556   

p=0,004* 

r=0,483   

p=0,036* 

r=0,572   

p=0,003* 

r=0,723   

p<0,001* 

- r=0,476   

p=0,016* 

r=0,904   

p<0,001* 

r=0,746   

p<0,001* 

r=0,766   

p<0,001* 

r=0,730   

p<0,001* 

r=0,873   

p<0,001* 

IL2 (pg/18h)2 r= - 0,874   

p=0,626 

r=0,158     

p=0,517 

r= - 0,217   

p=0,625 

r= - 0,300   

p=0,259 

r=0,476   

p=0,016* 

- r=0,531   

p=0,006* 

r=0,534   

p=0,006* 

r=0,752   

p<0,001* 

r=0,518   

p=0,008* 

r=0,470   

p=0,018* 

1 – Pearson; 2 – Spearman; *Valor p significativo <0,05. Abreviação: Cr, creatinina.                                                                                                                                                                        
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Tabela 13 – Análises de Correlações (continuação) 

 ADAMTS13 

urina (ng/mg Cr) 

Microalbuminúria 

(µg/18h) 

Creatinúria 

(mg/18h) 

Glicose 

(mg/dL) 

TNF 

(pg/18h) 

IL2 

(pg/18h) 

IL4 

(pg/18h) 

IFN 

(pg/18h) 

IL6 

(pg/18h) 

IL10 

(pg/18h) 

IL17 

(pg/18h) 

IL4 (pg/18h)1 r=0,421  

p=0,036* 

r=0,423     

p=0,071 

r=0,639   

p=0,001* 

r=0,586   

p=0,017* 

r=0,904   

p<0,001* 

r=0,531   

p=0,006* 

- r=0,666   

p<0,001* 

r=0,689   

p<0,001* 

r=0,798   

p<0,001* 

r=0,913   

p<0,001* 

IFN (pg/18h) 1 r=0,707   

p<0,001* 

r=0,683   

p=0,001* 

r=0,454   

p=0,023* 

r=0,566   

p=0,022* 

r=0,746   

p<0,001* 

r=0,534   

p=0,006* 

r=0,666   

p<0,001* 

- r=0,900   

p<0,001* 

r=0,679   

p<0,001* 

r=0,638   

p=0,001* 

IL6 (pg/18h) 2 r= - 0,504   

p=0,014* 

r= - 0,317   

p=0,215 

r= - 0,636   

p=0,001* 

r= - 0,659   

p=0,010* 

r=0,766   

p<0,001* 

r=0,752   

p<0,001* 

r=0,689   

p<0,001* 

r=0,900   

p<0,001* 

- r=0,784   

p<0,001* 

r=0,833   

p<0,001* 

IL10 (pg/18h) 1 r=0,394   

p=0,051 

r=0,480   

p=0,038* 

r=0,655   

p<0,001* 

r=0,514   

p=0,041* 

r=0,730   

p<0,001* 

r=0,518   

p=0,008* 

r=0,798   

p<0,001* 

r=0,679   

p<0,001* 

r=0,784   

p<0,001* 

- r=0,911   

p<0,001* 

IL17 (pg/18h) 1 r=0,332   

p=0,104 

r=0,371     

p=0,118 

r=0,625   

p=0,001* 

r=0,586   

p=0,017* 

r=0,873   

p<0,001* 

r=0,470   

p=0,018* 

r=0,913   

p<0,001* 

r=0,638   

p=0,001* 

r=0,833   

p<0,001* 

r=0,911   

p<0,001* 

- 

1 – Pearson; 2 – Spearman; *Valor p significativo <0,05. Abreviação: Cr, creatinina.
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7 DISCUSSÃO  

7.1 Aspectos metabólicos, renais e hemostáticos no modelo animal de 

diabetes mellitus tipo 1 

O DM1 experimental pode ser induzido quimicamente pela administração de 

substâncias que destroem seletivamente as células β pancreáticas. No entanto, 

deve-se levar em consideração que a nefrotoxicidade no modelo pode ocorrer 

devido à administração de altas doses dessas substâncias (Lenzen, 2008; 

Szkudelski, 2001), e não necessariamente devido à complicação do DM1.  

A STZ foi considerada a droga diabetogênica mais apropriada para o presente 

estudo, uma vez que sua ação é mais específica para o pâncreas. Esta droga pode 

aumentar a glicosilação protéica pela inibição da O-GlcNac-seletiva N-acetil-β-D-

glicosaminoxidase (enzima que remove o O-GlcNac das proteínas), sendo o 

pâncreas mais sensível à STZ do que a mesma enzima em outros tecidos (Konrad 

et al., 2001).  

Além disso, a fim de reduzir uma possível nefrotoxicidade inespecífica da STZ, o 

esquema de injeções múltiplas de baixas doses da droga para induzir o diabetes foi 

utilizado. Para isso, foram realizadas administrações diárias, por via intraperitoneal, 

o que normalmente induz um repetido e baixo grau de dano às células β, 

acompanhado por insulite autoimune secundária (Alghamdi e Advani, 2014; Kong et 

al., 2013).  

No presente estudo, os animais foram submetidos à pesagem e à aferição da 

glicemia no dia anterior à indução experimental do diabetes com STZ ou à 

administração de tampão citrato de sódio (grupo controle) e não foi encontrada 

diferença entre os grupos, prevenindo a inserção de viés experimental na escolha 

dos animais.   

A análise da excreção urinária de creatinina de um grupo piloto revelou que três dias 

após a indução do diabetes já foi possível evidenciar um aumento significativo da 

hiperfiltração, o qual se manteve constante até o final do experimento (tabela 1). 
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Três dias após a administração intraperitoneal de STZ ou tampão citrato de sódio 

(grupo controle), o diabetes foi confirmado pelos níveis de glicose superiores à 

250mg/dL. Ao longo do experimento, os animais diabéticos mantiveram 

características clínicas do estado insulinênico, 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 

indução do DM1 causou redução de aproximadamente 20% no peso corporal dos 

animais e aumento de duas a três vezes nos níveis da glicemia capilar após 8 

semanas de administração da STZ (tabela 2). Em suma, as observações acima 

citadas corroboram para a conclusão de que a administração 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 metabólicas mostraram aumento 

significativo na ingestão de água, bem como aumento do volume urinário. Estes 

achados justificam-se pela hiperglicemia presente nestes animais que, ao exceder o 

limiar renal de reabsorção de glicose, promove a glicosúria. Esta, por sua vez, está 

associada a diurese osmótica com consequente perda de fluidos e eletrólitos (o que 

justifica a poliúria), bem como a ingestão de água compensatória (polidpsia) (SBD, 

2017). Portanto, é clara a relação entre a ingestão hídrica e a perda urinária nesses 

animais em função da hiperglicemia induzida por STZ. Além disso, observou-se que 

a excreção de cloretos foi maior no grupo diabético em relação ao grupo controle 

(tabela 3). Os cloretos são os ânions mais abundantes nos fluidos corporais e a 

diurese excessiva é sempre acompanhada de maior excreção de cloretos, uma vez 

que são livremente filtrados nos glomérulos (Burtis e Ashood, 2008) o que corrobora 

com os resultados acima descritos. 

No presente estudo o grupo diabético apresentou níveis significativamente elevados 

de albumina na urina em relação ao grupo controle (tabela 3). Sabe-se que além da 

poliúria, polidipsia, perda de peso e polifagia, a hiperglicemia no DM1 está, a longo 

prazo, associada à nefropatia (WHO, 1999). A nefropatia diabética é inicialmente 

caracterizada pela excreção de pequenas quantidades de albumina na urina e o 

diagnóstico consiste no encontro de uma TFG inferior a 60 mL/min/1,73m2 durante 

um período de três meses ou mais (KDOQI, 2002). Cumpre ressaltar que, sem 
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intervenções específicas, 80% dos pacientes portadores de DM1 com 

microalbuminúria evoluirão para nefropatia clínica e hipertensão e 50% destes 

apresentarão insuficiência renal crônica terminal, num prazo de 10 anos, sendo 

necessário recorrer à diálise ou ao transplante renal (ADA, 2004). 

Em nosso estudo, não foi observada diferença significativa entre os níveis séricos de 

creatinina e ureia entre os grupos diabético e controle, o que justifica não 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 

alteração nos níveis séricos dos compostos nitrogenados, como creatinina e ureia, o 

que nos leva a concluir que o modelo utilizado simula a primeira fase da nefropatia 

diabética, caracterizada pela hiperfiltração glomerular (Kong et al., 2013). A 

hiperfiltração glomerular pode ser observada desde as fases iniciais do diabetes e 

está associada ao aumento da pressão intra-renal e à diminuição do número de 

néfrons funcionais. O aumento da perfusão glomerular e da pressão intraglomerular 

em cada néfron ocorrem devido à redução adaptativa da resistência vascular intra-

renal associada à dilatação inapropriada das arteríolas aferente, principalmente, e 

eferente (Brenner et al., 1996). Além da hiperfiltração glomerular, o início do 

diabetes pode ser caracterizado por presença de albuminúria e aumento da TFG, 

devido à vasodilatação inapropriada da arteríola aferente (Hills et al., 2010). Apenas 

na fase seguinte da doença há diminuição 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 não diabéticos 8 semanas após indução de 

diabetes com STZ, embora esses camundongos tenham apresentado hiperfiltração 

glomerular 4 semanas após o início do diabetes (Samnegard et al., 2005). Em 

contraste, estudos prévios com ratos diabéticos demonstraram elevação da TFG e 

aumento da excreção urinária de albumina quando comparados a animais controles, 

2 semanas após a administração de STZ (Sjoquist et al., 1998; Samnegard et al., 

2001). Segundo estes estudos, os animais diabéticos quando avaliados 2 e 4 

semanas após o início da doença desenvolveram alterações renais semelhantes às 

encontradas na fase inicial de DM1 em humanos (Hills et al., 2010). Após 8 

semanas, houve uma diminuição da hiperfiltração glomerular, não sendo observadas 
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diferenças entre os grupos diabético e controle, o que sugere a existência de uma 

etapa de pós-hiperfiltração na fase inicial da nefropatia diabética (Kong et al., 2013). 

Em concordância com nossos achados, estudos já demonstraram aumento na 

excreção de albumina no grupo diabético após a indução da doença (Okada et al., 

2003; Matsushita et al., 2011). Desta forma, os resultados obtidos nestes estudos 

confirmam ser este o modelo mais apropriado para a investigação das alterações 

renais comumente observadas na primeira fase da nefropatia diabética. Cumpre 

ainda ressaltar que a microalbuminúria presente na nefropatia diabética inicial está 

fortemente relacionada à disfunção do endotélio renal e à ocorrência de eventos 

cardiovasculares, justificando a importância de se diagnosticar precocemente esta 

disfunção para a aplicação de devidas medidas preventivas às complicações do 

DM1 (Stehouwer et al., 1995). 

No presente estudo, o grupo diabético não apresentou aumento do peso renal 

relativo (p>0,05) 8 semanas após o diabetes. Isto sugere que as alterações renais 

provocadas pela STZ foram recentes, sendo precoces para demonstrar hipertrofia 

renal significativamente maior nos animais diabéticos (tabela 3). No entanto, já 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 secundária ao DM1 (Qi et al., 

2005). Esta divergência entre os estudos citados pode ser justificada pelo tempo de 

avaliação após a indução do diabetes – no estudo de Barutta et al. (2011), os 

animais foram avaliados por 14 semanas após a indução do diabetes. 

Os modelos que empregam ratos e camundongos tratados com STZ são 

amplamente utilizados no estudo da nefropatia diabética precoce devido à sua 

relação custo-benefício e à ausência de lesões renais avançadas. Embora grande 

número de modelos murinos de nefropatia diabética (incluindo as induzidas 

artificialmente, espontânea e geneticamente modificadas - knockout e transgênicos) 

tenha sido desenvolvido, nenhum deles apresenta alterações renais que refletem as 

observadas em humanos (Kong et al., 2013). O comitê do Consórcio de 

Complicações Diabéticas (DCC – Diabetic Complications Consortium) propõe três 

critérios para modelo murino desejável de nefropatia diabética: (1) declínio maior ou 

igual a 50% na TFG; (2) aumento superior a 5000% na albuminúria, comparado a 
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controles com a mesma idade e gênero; (3) achados histopatológicos que incluem 

esclerose mesangial (aumento de 50% no volume do mesângio), qualquer grau de 

hialinose arteriolar, espessamento da membrana basal glomerular (aumento superior 

a 50% em comparação com os valores basais) e fibrose túbulo-intersticial. 

Entretanto, até o momento, não há modelos murinos que atendam a todos os três 

critérios.  

Ainda, no presente estudo, os níveis de ADAMTS13 foram avaliados no grupo 

diabético antes da indução do diabetes, 30 e 60 dias após a última dose de STZ, a 

fim de verificar a relação entre a alteração renal e excreção de ADAMTS13. Assim 

como foi observado para creatinúria e microalbuminúria, os níveis urinários de 

ADAMTS13 aumentaram significativamente ao longo da evolução do diabetes, 

contudo não há diferença significativa quando comparados 30 e 60 dias após o 

tratamento com STZ (tabela 4).  

Estudos anteriores do nosso grupo com doenças que cursam com disfunção renal, 

como pacientes sob hemodiálise, transplantados renais e mulheres com pré-

eclampsia, demonstraram redução nos níveis plasmáticos de ADAMTS13 quando 

comparado a um grupo controle hígido (Alpoim et al., 2011; Rios et al., 2012a; Rios 

et al., 2012b; Rios et al.,2011). Sabe-se que nos pacientes com diabetes e alteração 

da função renal, também há redução nos níveis da ADAMTS13 plasmática, no 

entanto os mecanismos envolvidos ainda não estão bem estabelecidos. Estudos têm 

sugerido a perda da ADAMTS13 na urina; degradação da ADAMTS13 por proteases 

plasmáticas; e síntese hepática e/ou renal reduzidas da ADAMTS13 em várias 

condições clínicas associadas às complicações hemostáticas (Manea et al., 2010; 

Ono et al., 2006; Cao et al., 2008).  

No presente estudo, os camundongos diabéticos não apresentaram alterações 

significativas nos níveis plasmáticos de fvW e de ADAMTS13, quando comparados 

ao grupo controle. Contudo, foram observados níveis significativamente elevados da 

ADAMTS13 na urina do grupo diabético, sugerindo perda dessa protease na urina, o 

que pode estar associado à hiperfiltração observada nestes animais (tabela 5). A 

ausência de alteração nos níveis plasmáticos de ADAMTS13, apesar da perda da 

protease na urina, pode ser explicada por um mecanismo compensatório, no qual a 
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síntese da ADAMTS13 estaria aumentada a fim de contrabalancear a atividade do 

fvW.  

É importante ressaltar a correlação positiva dos níveis urinários da ADAMTS13 com 

a glicemia capilar e microalbuminúria (tabela 6). Esses resultados sugerem que a 

perda urinária desta protease é proporcional à hiperglicemia e disfunção renal, 

podendo ser indicativo destas complicações. Além disso, a análise de regressão 

linear demonstrou que a microalbuminúria e glicemia estão independentemente 

associadas aos níveis da ADAMTS13 urinária, corroborando os resultados acima.   

Constatou-se ainda uma expressão gênica hepática de ADAMTS13 maior (2,53x) no 

grupo diabético quando comparado ao grupo controle (figura 13). Contudo, a 

expressão renal não foi diferente entre os grupos (1,00x). Dessa forma, os dados 

sugerem que o aumento da expressão hepática da ADAMTS13 no grupo diabético 

contribui para a manutenção dos níveis plasmáticos de ADAMTS13, apesar da 

excreção aumentada da proteína na urina, tornando-os semelhantes ao grupo 

controle. Ao compararmos a expressão hepática e renal da ADAMTS13 no grupo 

diabético, foi observada uma expressão muito maior no fígado (10,97x) em relação 

ao rim (p<0,05), corroborando mais uma vez com a hipótese de que a expressão 

hepática é importante na manutenção dos níveis plasmáticos da enzima. De fato, 

sabe-se que a ADAMTS13 é produzida principalmente no fígado (Watanable et al., 

2009), embora também ocorra, em menor magnitude, a produção desta protease no 

rim (Manea et al., 2007; Shen et al., 2013). Não se pode ainda descartar a hipótese 

de que os níveis plasmáticos da ADAMTS13 sejam mantidos também pela 

expressão aumentada nas plaquetas (Suzuki et al., 2004) e nas células endoteliais 

(Turner et al., 2006), entretanto esta hipótese não foi investigada no presente 

estudo.  

Apesar do aumento da expressão gênica endotelial do FVW no grupo diabético 

quando comparado ao controle, não observamos diferença nos níveis plasmáticos 

do fvW entre os grupos estudados (Figura 14). Este achado pode ser explicado pela 

presença de níveis da ADAMTS13 suficientes para a degradação dos grandes 

multímeros no grupo diabético, provenientes principalmente da produção hepática. 

Além disso, os níveis 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 multímeros. 

Sabe-se que os níveis de fvW aumentam quando as células endoteliais são lesadas 

ou estimuladas, podendo ser utilizado como marcador de lesão e disfunção 

endotelial (Stehouwer et al., 1995; Lip e Blann, 1997; Vischer, 2006). Níveis 

elevados do fvW têm sido descritos em associação com aterosclerose e diabetes 

(Lip e Blann, 1997; Rurali et al., 2013). Lopes et al. (2007) observaram níveis séricos 

elevados do fvW em ratos diabéticos tratados com STZ, eutanasiados 8 semanas 

após a indução do diabetes, quando comparados ao grupo controle, mas sem 

avaliação dos níveis de ADAMTS13. Embora, o fvW tenha sido descrito como 

marcador de disfunção endotelial, o seu papel na lesão vascular presente no 

diabetes ainda não está bem estabelecido. O fvW pode ser um fator de risco para a 

disfunção endotelial, e não apenas marcador de lesão no endotélio no DM. Além da 

elevação dos níveis do fvW, outros mecanismos podem estar associados a lesão 

endotelial que incluem redução da síntese de NO, aumento da síntese de AGEs e 

produção de mediadores inflamatórios (Schalkwijk e Stehouwer, 1995).  

 

7.2 O efeito do peptídeo C nos parâmetros metabólicos, renais, hemostáticos, 

inflamatórios e no estresse oxidativo no modelo animal de diabetes mellitus 

tipo 1 

A fim de estudar o efeito do peptídeo C mais especificamente, a administração 

concomitante com insulina não foi realizada. O grupo controle também foi tratado 

com o peptídeo C para verificar se o tratamento poderia levar à alguma alteração na 

função renal, uma vez que sua excreção é realizada pelos rins (Henriksen et al., 

1987; Melles et al., 2004). A ausência de alterações nos níveis de albuminúria, antes 

e após a administração do peptídeo, neste grupo sugere que não há alteração na 

filtração renal, corroborando com os resultados obtidos em outros estudos que 

mostram que em animais e humanos saudáveis o peptídeo C não tem efeito 

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

Foi observado que o peso corporal e a glicemia não foram influenciados pelo 

tratamento com peptídeo C (Tabelas 7 e 8). Em um estudo desenvolvido por 

Kamikawa et al. (2008) em ratos com diabetes induzido por STZ, a administração de 
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peptídeo C levou à recuperação da perda de peso dos animais, mas não reduziu a 

concentração plasmática de glicose (Kamikawa et al., 2008). Por outro lado, de 

acordo com Sato et al. (2004), o peptídeo C é capaz de aumentar a utilização de 

glicose em ratos diabéticos (Sato et al., 2004).  A administração de peptídeo C em 

pacientes com DM1 aumentou o fluxo sanguíneo e a captação de glicose no 

músculo esquelético durante exercício físico (Johansson et al., 1992a), bem como 

em todo o organismo (Johansson et al., 1992b). Contudo, a melhora do controle 

glicêmico não foi observada em um estudo subsequente desenvolvimento pelo 

mesmo grupo de pesquisadores (Johansson et al., 2000). Diferenças no protocolo 

experimental, seleção de pacientes e/ou metodologia analítica podem explicar essas 

discrepâncias. Contudo, os resultados sugerem que o peptídeo C possui papel na 

regulação do metabolismo da glicose. 

Samnegard et al. (2005) observaram redução da hipertrofia glomerular e da 

expansão da matriz mesangial em ratos Wistar após tratamento com concentrações 

fisiológicas de peptídeo C. Semelhante ao nosso estudo, os animais ficaram 

diabéticos durante 8 semanas, sendo que nas primeiras 4 semanas os animais não 

receberam nenhum tipo de tratamento e nas 4 semanas seguintes os ratos 

diabéticos foram tratados com peptídeo C por via subcutânea na dose de 50 

pmol/kg/min. Maezawa et al. (2006), utilizando a dose de 290 pmol/kg/min de 

peptídeo C por via subcutânea durante 24 horas, verificaram redução significativa da 

albuminúria em camundongos C57BL/6 com diabetes induzida por STZ. Ainda, 

Zhang et al. (2001) avaliaram em ratos diabéticos o efeito do peptídeo C na 

neuropatia utilizando as doses de 10, 100, 500 e 1000 µg/Kg/dia. Após 2 meses de 

tratamento, as doses iguais ou maiores a 500 µg/Kg/dia (aproximadamente 100 

pmol/kg/min) preveniram a diminuição da atividade neural da Na+/K+ - ATPase, 

sendo a proteção dependente da dose. Desta forma, no presente estudo, o esquema 

de tratamento escolhido para administração nos camundongos C57BL/6 diabéticos 

foi de 500 µg/kg/dia por via subcutânea por 4 semanas, após um período de 4 

semanas sem tratamento com o peptídeo. 

No presente estudo, o peptídeo C não levou à redução nos níveis urinários de 

albumina no grupo DT quando comparado ao DN que recebeu apenas solução 

salina (Tabela 9). Também não foram observadas diferenças significativas entre 
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estes grupos com relação ao volume urinário, volume de água ingerido e creatinina 

urinária (Tabela 10). A controvérsia em relação ao achado anteriores pode estar 

associada ao fato de que o tratamento no presente estudo consistiu na 

administração diária do peptídeo por via subcutânea, enquanto em outros estudos 

em animais as administrações foram realizadas por meio de bombas subcutâneas 

com infusão contínua. Em modelo animal, Nordquist et al. (2009) e Samnegard et 

al., (2005) reportaram redução da taxa de filtração em animais DT com peptídeo C 

quando comparados ao grupo controle. Em outro estudo, o peptídeo C reduziu 

significativamente a excreção de albumina urinária em camundongos C57BL/6 com 

diabetes induzida com STZ (Maezawa et al., 2006). Foi demonstrada, em pacientes 

com DM1, diminuição da hiperfiltração glomerular e da excreção urinária de 

albumina após administração do peptídeo C (Johansson et al., 1992b; Johansson et 

al., 1993). 

Uma metanálise realizada por Shaw et al. (2015) revelou que após a indução de 

diabetes utilizando STZ há, em grande parte dos estudos, um período de 

monitoramento dos animais que varia de 24 horas a 8 semanas antes da 

administração de peptídeo C ou veículo, o que mostra grande heterogeneidade nos 

protocolos experimentais baseados na administração de peptídeo C em animais 

diabéticos. Ainda de acordo com este estudo, os protocolos experimentais diferem 

com relação à dose, sendo que a mais comum corresponde a 50 pmol/kg/dia (0,2 

µg/kg/dia), e o tempo de administração do peptídeo 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 comparáveis aos diversos estudos com objetivos 

semelhantes. 

No entanto, na análise histológica por meio de microscopia óptica e eletrônica 

(Figura 15), não foram observadas expansão 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 lesão renal leve a moderada com presença de discreta 

expansão da matriz mesangial (Alghamdi e Advani, 2014). Entretanto, as alterações 

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

esperadas no modelo do presente estudo. 

No presente estudo as microscopias ótica e eletrônica não revelaram alterações no 

tecido renal dos animais CT, DN e DT com peptídeo C, apesar da hiperfiltração 

observada nestes grupos. Isto sugere que as alterações renais induzidas por STZ 

não são suficientes para provocar mudanças estruturais capazes de serem vistas 

por meio das técnicas utilizadas.  

A fisiopatiologia da nefropatia diabética ainda não está bem estabelecida, mas está 

associada à glicosilação não enzimática com consequente espessamento da 

cápsula de Bowman e hipertrofia glomerular (Hills et al., 2010; Mader et al., 2013; 

Tsilibary, 2003). Histologicamente, é caracterizada pelo acúmulo de proteínas da 

matriz extracelular mesangial e no interstício tubular. As características avançadas 

da nefropatia diabética incluem mesangiólise, aneurisma capilar glomerular e lesões 

nodulares (Nakagawa, 2009). De forma semelhante ao nosso estudo, Samnegard et 

al., 2005 não observaram na microscopia eletrônica diferenças significativas na 

espessura da membrana basal glomerular de ratos Wistar quando comparados os 

grupos controle, DN e DT com peptídeo C. No entanto, estes pesquisadores 

evidenciaram por meio de microscopia ótica nos animais diabéticos aumento no 

volume glomerular e expansão da matriz mesangial, sendo que estas alterações 

foram prevenidas no grupo diabético tratado com peptídeo C  (Samnegard et al., 

2005). Em estudo anterior, Samnegard et al., 2001 demonstraram que a 

administração de peptídeo C em ratos Sprague-Dawley diabéticos preveniu o 

desenvolvimento de hipertrofia glomerular, reduziu a hiperfiltração glomerular e a 

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

Estudo recente, utilizando microscopia eletrônica de transmissão, demonstrou em 

rim de ratos após 8 semanas de diabetes induzida por STZ, a presença de 

membrana basal glomerular irregularmente espessada, principalmente em torno de 

laços capilares periféricos, mas que o aumento da matriz mesangial foi encontrado 

ocasionalmente (Miko et al., 2016). Desta forma, é possível ainda que no presente 

estudo as alterações morfológicas não tenham sido evidenciadas devido ao pequeno 

tamanho amostral (4 animais de cada grupo foram avaliados) e à quantidade de 
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imagens aleatoriamente adquiridas, sendo possível que as regiões da membrana 

basal glomerular com alteração não tenham sido identificadas.  

Quando comparados os níveis urinários de ADAMTS13 (em ng/18 horas e ng/mg cr) 

nos grupos estudados, foi observada diferença significativa entre o grupo CT e os 

grupos DN e DT com peptídeo C (p<0,01) (Tabela 11). No entanto, para estes dois 

últimos grupos, não foram observadas diferenças entre os níveis urinários desta 

proteína, sugerindo que o peptídeo C não foi capaz de alterar a excreção renal de 

ADAMTS13. Além disso, os níveis plasmáticos de ADAMTS13 e os níveis 

plasmático e urinários de fvW não apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos experimentais.  

Os níveis de fvW estão associados à disfunção endotelial, que é mais grave na 

nefropatia diabética avançada, 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 proteólise do fvW pela ADAMTS13 pode ser 

influenciada por uma variedade de fatores, incluindo deficiência ou disfunção desta 

protease (Bowen & Colins, 2006). No entanto, em pacientes diabéticos com 

insuficiência renal, os mecanismos envolvidos nas alterações nos níveis da 

ADAMTS13 e do fvW ainda não foram completamente esclarecidos. Desta forma, 

são necessários mais estudos com modelos animais que apresentam nefropatia 

diabética moderada à severa, a fim de avaliar as alterações nos níveis plasmáticos e 

urinários destes marcadores ao longo da evolução da doença. Um estudo 

desenvolvido recentemente por nosso grupo revelou níveis plasmáticos 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 alterações nos níveis do fvW e da 

ADAMTS13 se correlacionam com a severidade da nefropatia diabética em 

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

Considerando que as alterações renais descritas nos estudos de histologia renal 

acima citados foram observadas em glomérulos de animais com 8 semanas de 

diabetes, nossa hipótese é a de que a perda de ADAMTS13 na urina pode ser 

devido à hiperfiltração e, consequentemente, à ruptura na barreira glomerular. Além 
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disso, pode estar ocorrendo a perda desta proteína a partir das células tubulares 

renais danificadas que produzem ADAMTS13 (Manea et al., 2010). Entretanto, estas 

hipóteses não foram investigadas no presente estudo. O diabetes induzido neste 

grupo pode ter causado danos à barreira de filtração que não foram revertidos com o 

subsequente tratamento com o peptídeo por 4 semanas, o que justifica não ter sido 

observada diferença significativa entre os níveis urinários 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 peptídeo C no rim 

diabético, foram realizados com ratos e não com camundongos C57BL/6, os quais 

podem diferir em relação às alterações morfológicas e funcionais. 

Sabe-se que o fígado é o principal sítio de produção da ADAMTS13, principalmente 

nas células estreladas hepáticas (HSCs, Hepatic Stellate Cells) (Uemura et al., 

2005). De fato, nossos resultados mostraram que a expressão hepática da 

ADAMTS13 no grupo DN e DT foi maior (2,22x e 2,90x, respectivamente) quando 

comparada ao grupo CT, o que sugere compensação da perda renal da protease 

(Figura 17). No entanto, o peptídeo C parece não ter efeito sobre os níveis hepáticos 

da ADAMTS13, uma vez que o tratamento dos animais diabéticos não alterou a 

expressão desta protease (1,32x). 

Corroborando os resultados anteriormente encontrados no nosso estudo, a 

expressão gênica da ADAMTS13 no rim do grupo DN permaneceu inalterada 

quando comparada ao CT (1,32x). Contudo, para o grupo DT com peptídeo C, a 

expressão foi maior (2,90x) em relação ao grupo CT, bem como ao grupo DN 

(2,17x). A maior expressão gênica da ADAMTS13 no rim diabético pode estar 

associada a um mecanismo compensatório, induzido pelo peptídeo C, a fim de 

contrabalancear os níveis do fvW, os quais estão 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 (Adamts13 -/-) a presença de trombose intra-renal 

acompanhada de albuminúria, aumento nos níveis séricos de creatinina e ureia e 

expansão da matriz mesangial, em comparação ao grupo diabético selvagem que 

apresentaram, após 26 semanas de diabetes, apenas redução da atividade da 

ADAMTS13 no plasma e aumento nos níveis do fvW. Neste mesmo estudo, a 
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deleção do gene do fVW nos camundongos diabéticos Adamts13 -/- melhorou a 

função renal, inibiu a trombose intra-renal e as alterações histológicas, sugerindo 

que a piora da nefropatia diabética na deficiência da ADAMTS13 é dependente do 

fvW (Dhanesha et al., 2017).  

Apesar de no presente estudo não terem sido observadas alterações nos níveis 

plasmáticos e urinários do fvW nos animais diabéticos, a expressão gênica do FVW 

na aorta abdominal foi significativamente superior (3,52x) no grupo DN quando 

comparada à expressão no grupo CT (Figura 16). O grupo DT com peptídeo C 

apresentou também aumento na expressão gênica do FVW quando comparado ao 

grupo CT (3,31x), apesar de não ter sido observada diferença em relação ao grupo 

DN (1,06x). Estes achados sugerem aumento na síntese do fvW nos animais 

diabéticos, o que seria esperado em função da maior predisposição aos eventos 

tromboembólicos observados em pacientes e animais com a doença. Embora ocorra 

este aumento na expressão gênica, um possível consumo do fvW poderia explicar o 

fato de não ter sido observado aumento nos seus níveis no plasma. Além disso, 

como já discutido, foi observado aumento compensatório na expressão gênica 

hepática da ADAMTS13, contribuindo para o clearence do fvW. De toda forma, o 

tratamento com peptídeo C parece não ter efeito na regulação dos níveis do fvW e 

na sua expressão gênica.  

Curiosamente, no presente estudo, não foi observada diferença na expressão na 

aorta abdominal da eNOS nos grupos DN (1,04x) e DT (1,03x) quando comparada à 

expressão no grupo CT com peptídeo C (Figura 18). Sabe-se que no DM1, a lesão 

endotelial pode estar associada ao desacoplamento da enzima eNOS, devido ao 

aumento do estresse oxidativo, o que culmina na redução da produção de NO e 

comprometimento da vasodilatação (Hadi e Suwaidi, 2007; Forst et al., 2008; 

Moncada e Higgs, 1993). O aumento da expressão do mRNA (RNA mensageiro) da 

eNOS (Scalia et al., 2000), bem como dos níveis da proteína eNOS (Kitamura et al., 

2003), associados à maior liberação de NO no endotélio vascular e à vasodilatação, 

foram observados após tratamento de ratos diabéticos e in vitro das células com 

peptídeo C, respectivamente. Ainda, o peptídeo C estimulou o influxo de Ca2+ 

intracelular promovendo aumento da atividade da eNOS em células endoteliais 

(Wallerath et al., 2003). O aumento da expressão da eNOS foi demonstrado em 
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células endoteliais com ativação transcricional do gene dependente da via MAPK 

(Kitamura et al., 2003). Dessa forma, no DM1 a menor expressão gênica da eNOS 

pode estar associada à hiperglicemia crônica e à ausência de peptídeo C, o que 

contribuiria para o desenvolvimento das complicações micro e macrovasculares.  

De forma semelhante, não foi observada diferença na expressão da eNOS no rim, 

quando estes grupos foram comparados, provavelmente devido ao estágio inicial do 

comprometimento vascular e renal. Sabe-se que, ao contrário do que ocorre nos 

demais tecidos, há aumento de NO e da expressão da eNOS no endotélio renal em 

resposta à hiperglicemia e que este aumento está associado à progressão da 

nefropatia diabética (Kamikawa et al., 2008). O peptídeo C é capaz de regular a 

eNOS presente nos capilares promovendo constrição dos capilares aferentes e 

dilatação dos capilares glomerulares eferentes no rim, reduzindo a pressão intra-

renal e a excreção de albumina (Nordquist et al., 2009). Embora no estágio de 

nefropatia avaliado no presente estudo ocorra vasodilatação da arteríola aferente 

com hiperfiltração, é possível que as lesões endoteliais ainda não tenham sido 

suficientes para levar a alterações na expressão gênica da eNOS.  

Com relação à inflamação, no presente estudo não foram observadas diferenças 

significativas nos níveis séricos das citocinas pró e anti-inflamatórias após 8 

semanas de diabetes (Tabela 12). Sanchez-Zamora et al. (2016) observaram, em 

camundongos BALB/c com diabetes induzida por STZ, níveis séricos aumentados 

das citocinas pró-inflamatórias IFNγ (interferon gama), Mif (Macrophage migration 

inhibitory factor), IL12 e IL17, 8 semanas após a indução do diabetes. Ainda, os 

níveis séricos da citocina anti-inflamatória IL4 foram significativamente menores nos 

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

Por outro lado, Sun et al. (2012) não observaram alterações nos níveis de TNFα e 

IL6 em camundongos C57BL/6 diabéticos, 4 semanas após a administração de STZ. 

A produção destas citocinas por macrófagos foi detectada nestes animais apenas 4 

meses após o início do diabetes, sugerindo que na fase inicial do diabetes neste 

modelo animal não há alteração nos níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias. 

Ainda de acordo com estes autores, a hiperglicemia crônica está associada à 

redução da habilidade dos macrófagos em produzir citocinas (Sun et al., 2012). 
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Desta forma, a ausência de alterações nos níveis séricos das citocinas no presente 

estudo pode ser explicada pela hiperglicemia nos animais, embora numa fase muito 

inicial do diabetes, na qual os níveis séricos destas proteínas ainda não sofreram 

alterações significativas. 

Embora não tenha sido observada alteração significativa nos níveis séricos das 

citocinas estudadas, houve aumento significativo na excreção das citocinas pró-

inflamatórias IL17 e TNFα, e das anti-inflamatórias IL4 e IL10 no grupo DN quando 

comparado ao grupo CT (p<0,05). A avaliação da expressão gênica renal das 

citocinas revelou um aumento na expressão de IL6 e TNFα no grupo DN quando 

comparado ao grupo CT (Figura 19). Este resultado sugere que o DM1 induzido por 

STZ provoca processo inflamatório local, com maior produção de citocinas pró-

inflamatórias e, consequente, aumento na produção de citocinas reguladoras do 

processo inflamatório. 

Importante ressaltar que o tratamento com peptídeo C parece reduzir o processo 

inflamatório no rim, uma vez que no presente estudo houve redução significativa da 

excreção da citocina pró-inflamatória IL17 no grupo DT (p=0,007), quando 

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

Também foi observado que o peptídeo C promoveu redução significativa dos níveis 

urinários da citocina anti-inflamatória IL10 (p=0,015) no grupo DT, em comparação 

ao DN, embora tenha sido observado aumento da expressão gênica renal de IL10 

no grupo DT, o que poderia ser explicado por redução no seu clearance devido à 

ligação por tempo maior ao seu receptor. De fato, já foi demonstrado níveis elevados 

de citocinas em biópsia de rim (Kimmel et al., 2003), contribuindo para a hipótese de 

maior utilização da citocina e/ou internalização, juntamente com o seu receptor no 

tecido renal. Esta mesma hipótese poderia explicar a maior expressão gênica renal 

de IL6 no grupo DN em relação ao CT, embora não tenham sido observadas 

alterações nos níveis séricos e urinários desta proteína.  

Por outro lado, no presente trabalho, o tratamento com peptídeo C não reduziu 

significativamente a expressão gênica das citocinas IL6 e TNFα, quando 

comparados os grupos DN e DT. O aumento da expressão de IL6 já foi reportado no 

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

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

Embora no presente estudo o peptídeo C não tenha promovido alteração nos níveis 

séricos, urinários e na expressão gênica renal da TNFα, foi observada correlação 

significativa positiva entre os níveis urinários desta citocina com a glicemia, 

microalbuminúria, creatinúria e outras citocinas pró e anti-inflamatórias. Esses 

resultados sugerem que a perda urinária de TNFα é proporcional à glicemia, bem 

como à disfunção e inflamação renal, sendo indicativo da evolução e progressão da 

doença renal diabética, podendo servir como valioso marcador diagnóstico. De fato, 

DiPetrillo et al. (2003) demonstraram em ratos diabéticos, 20 dias após a 

administração de STZ, que a concentração urinária de TNFα estava associada à 

retenção de sódio e à hipertrofia renal. Ainda foi demonstrado que a inibição do 

TNFα durante o diabetes pode atenuar as alterações precoces da nefropatia 

diabética (DiPetrillo et al., 2003). Além disso, em ratos diabéticos as concentrações 

urinárias e no interstício renal de TNFα estão elevadas 2 semanas antes da 

detecção de albumina na urina, o que sugere um papel precoce do TNFα na 

patogênese da alteração renal diabética, o qual antecede a microalbuminúria 

(Kalantarinia et al., 2003). 

Por outro lado, foi observada expressão gênica aumentada da SOD na aorta 

endotelial no grupo DN quando comparado ao grupo CT (2,50x), sugerindo 

mecanismo compensatório a fim de reduzir o estresse oxidativo presente nos 

animais diabéticos (Figura 20). No entanto, o peptídeo C não alterou a expressão 

gênica da SOD no grupo DT em comparação do DN (1,04x), mas continuou 

apresentando maior expressão quando comparado do CT (2,41x). Sabe-se que o 

peptídeo C promove a redução da formação de ROS em células endoteliais de 

camundongos com diabetes induzida por STZ. Este efeito foi obtido por meio da 

inibição da ativação 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 peptídeo C também preveniu a formação de ROS ao inibir a ativação 

da transgutaminase 2 (Bhatt et al., 2013b) e a caspase 3, bem como ao estimular a 

atividade da proteína anti-apoptótica Bcl-2 (B cell CLL/lymphoma 2) (Cifarelli et al., 

2011). Segundo o nosso conhecimento, não há relato prévio na literatura se o 
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peptídeo C pode influenciar a expressão gênica da SOD. Desta forma, os nossos 

resultados sugerem que no modelo animal de diabetes induzido por STZ, após 8 

semanas de diabetes, a regulação do estresse oxidativo pela SOD não é 

influenciada pelo tratamento com peptídeo C. Contudo, são necessários mais 

estudos a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais este peptídeo produz efeitos 

antioxidantes no diabetes. 

No presente estudo, observou-se que o aumento da perda urinária de ADAMTS13 

claramente correlacionou-se com a excreção de albumina e creatinina. Além disso, 

os níveis urinários de ADAMTS13 foram significativamente correlacionados com a 

glicemia e citocinas inflamatórias (TNFα, IL4, IFNγ, IL6, IL10 e IL17) sugerindo que a 

perda de ADAMTS13 na urina segue a doença renal e complicações metabólicas e 

inflamatórias do diabetes. A correlação positiva entre níveis urinários de ADAMTS13 

e de citocinas, sugere que a inflamação no rim está associada ao aumento da perda 

de ADAMTS13 na urina. No entanto, a inflamação no rim pode ter impedido o 

aumento compensatório da expressão gênica renal da ADAMTS13, nos animais 

diabéticos.  

Foi demonstrado por Cao et al., (2008) que os níveis do mRNA da ADAMTS13, bem 

como a sua atividade proteolítica em HSCs primários de ratos e em células 

endoteliais primárias de veia umbilical humana (HUVEC, Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells), foram significativamente reduzidos após tratamento com IFN, IL4 

e TNFα. No entanto, essas citocinas não alteraram os níveis do fvW em HUVECS 

(Cao et al., 2008). Um estudo recente também demonstrou que, em condições pró-

inflamatórias, como sepse, as citocinas plasmáticas podem diminuir 

significativamente os níveis de mRNA da ADAMTS13 e sua atividade proteolítica 

(Ekaney et al., 2015). Ono et al. (2006) também relataram correlação entre sepse, 

desenvolvimento de insuficiência renal sistêmica e diminuição nos níveis 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 podócitos de ratos condicionalmente imortalizadas, a IL6 diminuiu a 

expressão de mRNA de ADAMTS13, enquanto a IL4 reduziu a expressão do gene 

ADAMTS13 sem diminuição do seu nível de proteína (Shen et al., 2013). Desta 
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forma, nossos resultados sugerem que o tratamento com peptídeo C pode ter sido 

capaz de aumentar a expressão gênica renal de ADAMTS13, ao reduzir a 

inflamação neste órgão.  

Apesar de alguns estudos terem sugerido que o desbalanço entre os níveis de fvW e 

ADAMTS13 pode estar associado à doença renal em pacientes com DM, as 

evidências experimentais dos mecanismos associados ainda são escassas. Dessa 

forma, os achados do nosso estudo sugerem um mecanismo no qual o aumento da 

expressão hepática da ADAMTS13 teria papel importante na compensação da perda 

urinária desta proteína, bem como uma relação desta perda com a lesão renal. Além 

disso, até o momento não foram encontrados estudos que avaliaram o efeito do 

peptídeo C nos níveis do fvW e da ADAMTS. O resumo dos resultados do presente 

trabalho estão na Figura 21. 

Como limitações deste estudo podemos citar: 1) a ausência de alterações renais 

mais avançadas, o que pode dificultar a extrapolação dos resultados para pacientes 

portadores de doença renal crônica; 2) a administração de peptídeo C foi realizada 

por meio de aplicação de dose única diária, o que torna difícil à comparação com 

estudos que utilizaram bombas de infusão contínua da droga; 3) não foi avaliada a 

presença de angiopatia trombótica no rim. No entanto, os resultados deste estudo 

poderão contribuir para o melhor entendimento das alterações hemostáticas que 

ocorrem no DM1, bem como dos efeitos da administração de peptídeo C, em modelo 

animal de diabetes. Este estudo abre perspectivas para novas investigações que 

possam complementar o entendimento da fisiopatologia do DM1. 
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Figura 21 – Resumo dos resultados. Abreviações: fvW: fator de von Willebrand; SOD: superóxido 

dismutase. 
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8  CONCLUSÕES 

No modelo animal de DM1 com doença renal inicial não há alteração nos níveis 

plasmáticos de ADAMTS13 e fvW, apesar da maior perda urinária de ADAMTS13, 

sugerindo que o aumento da expressão gênica hepática pode ter um papel central 

na compensação da perda urinária desta protease. Além disso, a perda de 

ADAMTS13 na urina segue a doença renal e complicações metabólicas e 

inflamatórias do diabetes. O tratamento com peptídeo C pode ter efeito anti-

inflamatório no rim diabético ao reduzir a excreção de IL17 e IL10 e aumentar a 

expressão gênica renal de IL10, o que pode estar associado ao aumento da 

expressão gênica renal de ADAMTS13. 
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9 PERSPECTIVAS 

• Avaliar o padrão de clivagem da proteína ADAMTS13 por meio de Western blot; 

• Avaliar a atividade da ADAMTS13; 

• Comparar os níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (teste TBARS) 

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

• Avaliar os níveis de fvW e ADAMTS13 em camundongos com maior tempo de 

diabetes. 

• Avaliar os níveis de NO por citometria de fluxo. 

• Avaliar a geração de trombina. 
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