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RESUMO

A Doenca Renal do Diabetes (DRD) é uma causa importante de morbimortalidade na
populacado adulta com Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1). O desenvolvimento da DRD é
complexo e multifatorial, sendo associado a desarranjos metabdlicos (controle de
glicose e lipidios), aumento no estado inflamatério e estresse oxidativo, ativacdo da
cascata renina-angiotensina-aldosterona e outras anormalidades hemodinamicas
(hipo ou hiperglomerular filtracao). Mais recentemente, o papel dos microRNAs
transportados por vesiculas extracelulares (EVs) ou circulando livremente no sangue
tem sido sugerido como um novo possivel mecanismo de estabelecimento da DRD.
Novos marcadores tém sido explorados porque uma parte dos pacientes com DRD
evolui com perda de funcéo renal apesar de ndo apresentar perda de albumina
urinaria. Nosso estudo explorou a associagcdo de anormalidades em vesiculas
extracelulares (EVs) e marcadores de estresse oxidativo em trés grupos distintos de
pacientes ambulatoriais: controles normais, DM1 sem DRD e com DRD. Para este
estudo, aprovado pelo comité de ética, controles e DM1 foram recrutados nos
ambulatérios de Diabetes do IPSEMG e/ou no Hospital das Clinicas da UFMG. No
total, 124 participantes, 61 controles normais, 42 DM1 (sem DRD) e 21 DRD definidos
de acordo com as diretrizes KDIGO foram incluidos. Os dados clinicos (antropometria,
pressao arterial, presenca ou ndo de complicagées micro e macrovasculares no caso
de diabetes, uso de medicamentos) e bioquimicos (glicemia, provas de fungéo renal,
afericdo de medida albumina/creatinina, perfil lipidico) foram obtidos desses grupos.
O isolamento e caracterizagao de EVs a partir do soro foram obtidos através de uma
série de processos, incluindo a ultracentrifugacdo e a caracterizagdo de EVs foi
identificada por marcadores proteicos especificos por western blot, com a morfologia
verificada por Microscopio Eletrénico de Varredura (FEI Tecnai 20; emissao LAB6;
200 kV). O tamanho e a concentragao de particulas de EVs foram determinados pelo
instrumento NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, Reino Unido). O Status Oxidante
Total (TOS), Capacidade Antioxidante Total (TAC), Produtos de Oxidacao Avancada
de Proteinas (AOPP), FRAP (Poder Antioxidante Redutor Férrico), Acido Urico, e os
niveis de Aloxano foram determinados no soro. Como um todo, os trés grupos
(controle + DM1 + DM1 DRD) foram semelhantes quanto a idade (média = DP) de
40.3 £ 13.7 anos, IMC de 25.8 + 5.1 Kg/m? e Circunferéncia Abdominal de 89.6 + 12.3



cm. A raz&o albumina/creatinina foi estatisticamente diferente entre os grupos, sendo
sua mediana [IC 95%]) de 4.0 [3,9-5,14] mg/g em Controles, 6.4 [5.5-10.0] mg/g em
DM1 e 81.4 [48.5-1415] mg/g em DRD (p <0.001). Os individuos com DRD
apresentaram maior pressao arterial sistélica (PAS) e uma proporcdo aumentada de
retinopatia e neuropatia do que DM1, mas os niveis de HbA1c foram semelhantes
entre os dois grupos de diabetes (DM1 e DM1+DRD). Pacientes com DRD
apresentam uma Raz&do TOS/TAC aumentada (mmol H202 Equiv/L / mmol Trolox
Equiv/L) (ANOVA p <0,001) superior a DM1 e controles. A média + DP foi de 61,1
31,0 em Controles, 103,0 £ 68 em DM1 e 145,0 £ 62,8 em DRD. Curiosamente, DM1
apresentou uma Razdo TOS/TAC aumentada em relacao aos Controles. Nenhuma
modificacdo em AOPP ou FRAP péde ser observada entre os trés grupos. Houve uma
diminuicdo gradual no tamanho dos EVs (mas ndo na concentracdo) em pacientes
com DRD em comparagdo com DM1 e controles, e DM1 com controles. A média do
tamanho da moda dos EVs foi (média + SE) 144,5 + 3,04 nm em Controles versus
136,14 + 3,5 nm em DM1 e 1354 + 3,6 nm em DRD (ANOVA p = 0,04). A
concentracdo foi (média + SE) 4,57 x10° + 5,57 x108 particulas/mL em Controles, 3,58
x10° + 2,9 x108 particulas/mL em DM1 e 3,94 x109 * 3,7 x108 particulas/mL em DRD
(NS). Nossos resultados sugerem uma associacdo entre aumento do estresse
oxidativo (razdao TOS/TAC) e redugédo do tamanho de microvesiculas na presenca de
DM1 e DRD.

Palavras-chave: doenca renal do diabetes; estresse oxidativo vesiculas
extracelulares.



ABSTRACT

Diabetic kidney disease (DKD) is an important cause of morbimortality in the adult
population with Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM). The development of DKD is complex
and multifactorial, being associated with metabolic disarrangements (glucose and lipid
control), increase in inflammatory and oxidative stress status, activation of the renin-
angiotensin-aldosterone cascade and other hemodynamics abnormalities (hypo or
hyper glomerular filtration). More recently, the role of microRNAs carried by
extracellular vehicles (EVs) or freely circulating in the blood has been suggested as a
new possible mechanism of DKD establishment. In this context, new markers have
been explored since some patients with DKD evolve with kidney failure despite not
present albuminuria. Our study explored the association of abnormalities in
extracellular vehicles (EVs) and oxidative stress markers in three distinct groups of
clinical outpatients: normal controls, T1DM (without DKD), and DKD. For this study,
approved by the Ethics committee, controls and T1DM were recruited at the Diabetes
outpatient clinics at IPSEMG and/or at Hospital das Clinicas da UFMG. Overall, 124
participants, 61 normal controls, 42 T1DM (without DKD), and 21 DKD defined
according the KDIGO guidelines were included. Clinical (anthropometry data, blood
pressure, evaluation of the presence of diabetes micro-and-macrovascular
complications) and biochemical data (glucose levels, kidney function evaluation,
albumin/creatinine ratio, lipid profile and C reactive protein) were obtained from these
groups. The isolation and characterization of EVs from serum were obtained through
a series of processes, including the ultracentrifugation and characterization of EVs was
identified by specific protein markers by western blot morphology checked by Scanning
Electron Microscope (FEI Tecnai 20; LAB6 emission; 200 kV). EVs particle size and
concentration were determined by NanoSight NS300 instrument (Malvern Panalytical,
UK). Total Oxidant Status (TOS), Total Antioxidant Capacity (TAC), Advanced
Oxidation of Protein Products (AOPP), (Ferric Reducing Antioxidant Power), C reactive
Protein, Uric Acid, Aloxan levels were determined in the serum or the plasma. The

three groups (control+ DM1+ DM1 DKD) were similar regarding age (mean* SD) of

40.3 £ 13.7 years, BMI 25.8 = 5.1 Kg/m2, and Abdominal Circumference 89.6 +

12.3 cm. The albumin/creatinine ratio was statistically different among the groups,



being its (median [95%CI]) of 4.0 [3.9-5.14] mg/g in Controls, 6.4[5.5-10.0]lmg/g in
T1DM, and 81.4 [48.5 -1415] mg/g in DKD (p<0.001). The DKD patients exhibited
higher SBP and an increased proportion of retinopathy and neuropathy than T1DM,
but HBa1c levels were similar between the two diabetes groups (DM1 and DM1+DKD).
Patients with DKD show an increased TOS/TAC Ratio ( mmol H202 Equiv/L /mmol

Trolox Equiv/L) (ANOVA p<0.001) superior to TIDM and controls. The mean * SD

was 61.1 £ 31.0 in Controls, 103.0 £ 68 in T1DM, and 145.0 = 62.8 in DKD.

Interestingly, T1IDM exhibited an increased TOS/TAC Ratio than Controls. No
modifications in AOPP or FRAP could be observed among the three groups. There is
a gradual decrease in EVs size (but not concentration) in patients with DKD in
comparison to T1DM and controls, and T1DM with controls. The mean of the moda

size of EVs was (mean + SE) 144.5 £ 3.04 nm in Controls versus 136.14 = 3.5 nm
in TIDM, and 135.4 = 3.6nm in DKD (ANOVA p=0.04). The concentration was (mean
+ SE) 4.57 x10° = 5.57 x108 particles/mL in Controls, 3.58 x10° = 2.9 x108

particles/mL in TIDM and 3.94 x10° £ 3.7 x108 particles/mL in DKD (NS). Our results

suggest an association of increased oxidative stress status (TOS/TAC ratio) and
reduced microEVsicle size in the presence of T1DM and DKD.

Keywords: diabetes kidney disease; oxidative stress, extracellular vesicles.
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1.1 Diabetes: Conceito, Classificacao e Epidemiologia

1.1.1 Conceito

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca crbnica, caracterizada pelo
metabolismo anormal de carboidratos e hiperglicemia, decorrente da deficiéncia de
insulina ou resisténcia a sua ac¢do. Trata-se uma condigdo multifatorial, complexa e
com apresentagado clinica heterogénea (TUOMILEHTO et al., 2001), (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014), (SELVIN et al., 2007).

1.1.2 Classificacao

O DM pode ser categorizado em:

1) DM tipo1 (DM1), causado pela destruicdo autoimune das células
beta, resultando na deficiéncia absoluta de insulina;

2) DM tipo 2 (DM2), causado pela resisténcia a insulina e perda
progressiva da célula beta;

3) DM Gestacional, que se caracteriza pela hiperglicemia
diagnosticada durante a gestacao;

4) Tipos especificos de DM: DM monogénico, doengas do pancreas
exocrino, DM induzido por drogas (glicocorticoides, tratamento para HIV, entre
outros) ;

Ver tabela 1

Tabela 1- Classificacao do Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus tipo1

. Imunomediado

. Nao imunomediado
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Diabetes Mellitus Tipo 2
Diabetes Gestacional

Outros tipos: defeitos monogénicos das funcoes
da célula beta, defeitos monogénicos na acao da

insulina, deficiéncia do pancreas exocrino entre outros

Fonte: Adaptado de — Standars of Care in Diabetes — 2023.

O DM1 e DM2 sao doencgas heterogéneas nas quais as apresentacoes clinicas
e progressao podem variar consideravelmente, de forma que pode haver dificuldade
para se definir o tipo de DM ao diagndstico. ldade < 35 anos, perda de peso nao
intencional e auséncia de obesidade, cetoacidose e hiperglicemia grave sdo mais
sugestivas de DM1 (HOLT et al., 2021b).

O DM1 representa um transtorno autoimune que afeta individuos apo6s o
primeiro ano de vida até a idade adulta. Diversos genes influenciam seu
desenvolvimento, incluindo genes encontrados no sistema HLA (antigeno leucocitario
humano); O papel dos genes nao-HLA no desenvolvimento do DM1 foi definido em
estudos recentes (HOLT, 2021).

1.1.3 Epidemiologia

O DM afeta 537 milhdes de pessoas entre 20-79 anos em todo 0 mundo. Dados
do International Diabetes Federation (IDF) estimam que 2030 e 2045, 643 milhdes e
783 milhdes de adultos terédo diabetes. Noventa e oito por cento dos casos de DM séo
classificados como DM2. (MAGLIANO; BOYKO; IDF DIABETES ATLAS 10TH
EDITION SCIENTIFIC COMMITTEE, 2021).

A prevaléncia geral do diabetes (DM1 e DM2) aumenta com a idade, sendo
2,2% entre adultos de 20-24 anos e 24% entre 75-79 anos (MAGLIANO, 2021). Sua
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prevaléncia pode variar entre as populagées. Os paises com maiores taxas de
prevaléncia de DM2 sao Paquistdo (30,8%), Polinésia Francesa (25.2%) e Kuwait
(24,9%) (MAGLIANO, 2021).

Dados do Vigitel Brasil 2021, mostram que das 27 cidades avaliadas, a
frequéncia de diabetes (independentemente do tipo) foi de 9.1%, sendo 9,6% entre as
mulheres, e 8,6% entre os homens. Em ambos os sexos, a prevaléncia aumentou
consideravelmente com a idade e diminuiu com o nivel de escolaridade (DA SILVA et
al., 2021).

A incidéncia de DM1 varia com idade e sexo. Maiores taxas de incidéncia foram
relatadas na Finlandia e na Sardenha. Nos Estados Unidos, a taxa anual de incidéncia
de DM1 em criangas e adolescentes é de 22,3 por 100 mil pessoas, com diferenca
entre etnias. Em brancos a incidéncia é de 27,3 por 100 mil, em negros, 20,8 e
hispanicos, 16,3 (DIVERS et al., 2020). A idade de apresentacao do DM1 na infancia
tem um pico bimodal, um entre 4 e 6 anos de idade e um segundo pico no inicio da
puberdade (10-14 anos) (MAGLIANO; BOYKO; IDF DIABETES ATLAS 10TH
EDITION SCIENTIFIC COMMITTEE, 2021).

A prevaléncia de DM1 vem aumentando nos ultimos anos. Um estudo mostrou
que entre pacientes com 19 anos ou menos, a prevaléncia dessa condi¢ao teve um
incremento de 1,48 por 1.000 pessoas em 2001 para 1,93 em 2009 e 2,15 em 2017.
Isso representa um aumento absoluto de 0,67 por 1.000 pessoas e um aumento
relativo de 45,1% por 1000 pessoas ao longo de 16 anos. A maior elevacao absoluta
foi observada entre brancos nao hispanicos e negros nao hispanicos (DE BOER,
2011).

1.2 Complicacbes do DM

A hiperglicemia crénica causada pelo diabetes pode resultar em diversas
complicacdes associadas a elevadas morbimortalidade e elevacdo dos custos de
saude.
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As complicagcbes do DM sdo  classificadas em microvasculares e

macrovasculares e serao discutidas a seguir.

1.2.1 Complica¢des macrovasculares

1.2.1.1 Aspectos gerais das complicagbes macrovasculares

Doenca cardiovascular é a principal causa de morte em pacientes com
diabetes. Essas complicagdes sao secundarias a doenca aterosclerética, que
acomete principalmente as artérias que suprem o miocardio, cérebro e extremidades
inferiores(NESTO, 2001).

DM e intolerancia a glicose aumentam o risco de doenca cardiovascular em
trés a oito vezes, de forma que 40% dos pacientes hospitalizados por infarto agudo
do miocéardio (IAM) tem DM e 35% tém intolerancia a glicose (NESTO, 1988),
(HAFFNER et al., 1998).

Apbs 20 a 40 anos de doencga, 33% das pessoas que vivem com DM (PVDM)
apresentam doencga miocardica sintomatica ou assintomatica (NESTO, 1988). Dados
do UKPDS mostram que, durante o seguimento de 10 anos, cerca de 8% das pessoas
que vivem com DM2 (PVDM2) faleceram de IAM ou morte subita (UKPDS, 1998). O
estudo Framingham mostrou que, em pessoas sem diabetes a mortalidade em 10
anos para morte cardiovascular foi de 4% (NESTO, 2001).

PVDM sem historia prévia IAM apresentam o mesmo risco de IAM que pessoas
sem DM, mas com infarto prévio (20 e 19% respectivamente) (NCEP, 2001),
(CAVENDER et al., 2015).

DM também é um fator de risco importante para doenga cerebrovascular. O
estudo Framingham demonstrou um aumento da morbimortalidade por doenga
cerebrovascular em PVDM (NESTO, 2001). PVDM tem aproximadamente o dobro de
risco de acidente vascular cerebral (AVC) em comparacao com pessoas sem DM
(ARVANITAKIS et al., 2006), (JANGHORBANI et al., 2007) (EMERGING RISK
FACTORS COLLABORATION et al., 2010).
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Em um estudo prospectivo Finlandés, com seguimento de 15 anos, DM foi o
fator isolado que mais impactou o risco de AVC, com risco relativo para homens de
3,4 e para mulheres de 4,9. DM é um importante fator de risco para AVC isquémico,
mas nao para AVC hemorragico (TUOMILEHTO, 1996).

1.2.1.1 Fisiopatogenia das complicagbes macrovasculares

Multiplos fatores contribuem para a patogénese da aterosclerose, incluindo
disfuncao endotelial, dislipidemia, inflamagéo e fatores imunoldgicos, ruptura da placa
e tabagismo.

O endotélio forma uma interface bioldgica ativa entre a fluxo de sangue e outros
tecidos. Disfuncédo da vasodilatacdo endotelial é o passo inicial na aterosclerose e
acredita-se que seja casusada pela reducao do éxido nitrico (ON) endotelial (KITTA
et al., 2009).

Disfungao endotelial esta associada a muitos fatores de risco tradicionais para
aterosclerose, incluindo dislipidemia, DM, hipertensao arterial e tabagismo. Ela é

particularmente induzida por particulas de LDL oxidada.

A inflamacao tem um papel chave na patogénese da aterosclerose (PAOLETTI;
GOTTO; HAJJAR, 2004),(WEBER; NOELS, 2011). Macréfagos que fagocitam LDL
oxidada liberam uma variedade de substéancias inflamatodrias, citocinas e fatores de
crescimento (BERLINER, J. A. et al., 1995), (STEINBERG; WITZTUM, 2010a). Dentre
as moléculas implicadas na inflamagdo , podemos citar: moléculas de adesao
intracelular, ligante CD40, interleucinas (principalmente IL-1, IL-6, IL-8) e fator de
necrose tumoral alfa.(WYKRETOWICZ et al., 2004).

Anormalidades lipidicas sao importantes no desenvolvimento da placa
aterosclerotica (GORDON et al.,, 1977). Os macréfagos fagocitam a LDL oxidada
(formando as células espumosas) e se acumulam na placa aterosclerotica. A oxidagéao
do LDL facilita a captacdo de macrofagos via receptores (entre eles, CD36, também
chamado receptor B) e o acumulo acelerado de colesterol (PODREZ et al., 2000). A
captacao de LDL pelo macréfago pode ser uma resposta adaptativa inicial, que
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impede a les&o endotelial induzida pelo LDL. Entretanto, o acumulo de colesterol nas
células espumosas leva a disfungdo mitocondrial, apoptose e necrose com
consequente liberacdo de proteases celulares, citocinas inflamatérias e moléculas
pro-trombéticas(TABAS, 2002). Muitas evidéncias se acumularam nos ultimos 50
anos demonstrando que a reducdo do LDL colesterol pode reduzir eventos
cardiovasculares (SILVERMAN et al., 2016), (SABATINE et al., 2017).

Figura 1- Participacao das espécies reativas de oxigénio na fisiopatologia da
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Fonte: adaptado de Leopold, 2008.

1.2.2 Complicagdes Microvasculares
1.2.2.1 Aspectos gerais das complicagbes microvasculares

As complicacbes microvasculares causadas pelo DM sao retinopatia,
nefropatia e neuropatia diabética.
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O DM ¢ a principal causa de cegueira e doenga renal terminal no mundo. Mais
de 60% das PVDM sdo afetadas pelas polineuropatia simétrica distal,
mononeuropatias e neuropatia autondmica que resultam em disfuncédo erétil,
incontinéncia urinaria, gastroparesia e diarreia noturna. Doenca arterial periférica,
associada a neuropatia de membros inferiores sdo responsaveis por cerca de 50%
das amputagdes nao traumaticas de membros inferiores (DCCT RESEARCH GROUP
et al., 1993).

1.2.2.2 Fisiopatogenia das complicagdes microvasculares

A hiperglicemia crdnica resulta em estreitamento e eventual oclusado do limem
vascular, causando perfusédo tecidual prejudicada, isquemia e disfuncao do tecido
afetado. Varios processos contribuem para a oclusdo microvascular, como detalhado

a segquir.

Em pacientes com DM, as células de diferentes tecidos sdo expostas a
hiperglicemia crénica, sendo as células endoteliais as mais afetadas. Essas células
séo incapazes de reduzir o influxo de glicose em reposta a sobrecarga, resultando em
um alto fluxo celular de glicose e geragao de mediadores patogénicos que contribuem
para o desenvolvimento das complicacées do diabetes (KAISER,1993). Figuras 2,3 e
4 (RALPH DE FRONZO, 2015).

A alteracdo mais precoce na doenca é o aumento da permeabilidade capilar,
permitindo o extravasamento de proteinas plasmaticas que se acumulam na parede
dos vasos. Em adicdo, a matriz extracelular elaborada pelas células perivasculares,
como os pericitos (retina) e células mesangiais (glomérulos), € aumentada devido a
alteragbes na sintese e renovacdo de suas proteinas e glicosaminoglicanos
(NAVANEETHAN et al., 2023).

Como resultado, a membrana basal se torna espessada nos capilares da retina,

na vasa nervorum e na matriz mesangial nos glomérulos renais.

Hiperplasia e hipertrofia do endotélio, mesangio e musculo liso das arteriolas

também contribuem para espessamento da parede dos vasos. Por ultimo, o aumento
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da coagubilidade sanguinea e adeséo de plaquetas e leucécitos a superficie endotelial
levam a formagao de microtrombos e oclusao luminal (SUGAHARA et al., 2021).

O estreitamento progressivo dos vasos da microvasculatura sao
acompanhadas por perda de células microvasculares. Na retina, o diabetes induz
apoptose das ceélulas de Miller, pericitos e células endoteliais. No glomérulo, a
oclusado vascular disseminada e declinio da fungéo renal sédo associadas a perda de
poddcitos. Na vasa nervorum dos nervos ocorre degeneracao de células endoteliais
e pericitos. Aumento da apoptose de células da retina, glomérulos e neurdnios
periféricos € um achado proeminente de dano ao tecido vascular no diabetes
(KROLEWSKI, 2015) (RALPH DE FRONZO, 2015). Ver figuras 2,3 e 4.

De todas as complicagées microvasculares do diabetes, a doencga renal é que
mais impacta na qualidade de vida dos pacientes e nos custos com saude. A maior
parte do excesso de mortalidade associado ao DM1 e ao DM2 esta associada a
doenca renal cronica (DRC) (GROOPM, 2009), (AFKARIAN, 2013).

Figura 2- Fisiopatologia da Doenca Renal do Diabetes
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Figura 3- Fisiopatologia da Retinopatia Diabética
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Figura 4- Fisiopatologia da Neuropatia Diabética
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1.2.2.3 Doenca renal do diabetes
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O DM ¢é a principal causa de doenga renal crénica (DRC) e doenca renal
terminal (DRT) em todo o mundo (THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016a).

Cerca de metade das PVDM2 e um terco das pessoas que vivem com DM1
(PVDM1) irdo desenvolver doenga renal. Considera-se como doenga renal do
diabetes (DRD) uma reducao da taxa de filtracdo glomerular (TFG), um aumento da
relacdo albumina/creatinina ou ambos (THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016b). A
prevaléncia de doenca renal associada ao diabetes estd em elevacao devido ao
aumento da incidéncia de Diabetes Mellitus Tipo 1 e Tipo 2 e ao aumento da
expectativa de vida dos pacientes com doenca renal (DE BOER; FOR THE
DCCT/EDIC RESEARCH GROUP, 2014)

A DRD foi descrita inicialmente como uma patologia que progredia de
aloumindria moderadamente aumentada  (30-300 mg/g de creatinina) para
albuminuria gravemente aumentada (>300 mg/g de creatinina) e entdo para a perda
de funcao renal. Entretanto, esse paradigma nao se mostra verdadeiro, ja& que nem
todos os pacientes com proteinuria evoluem com perda da fungéo renal e nem todo
paciente com perda de fungcdo renal exibe albuminuria (THOMAS; COOPER,;
ZIMMET, 2016a).

No UKPDS, dos 28% dos pacientes que desenvolveram perda da fungéo renal,
cerca de metade ndo apresentava albuminudria prévia (TSAI et al., 2016). J&4 no
DCCT/EDIC, apenas 34% dos individuos que desenvolveram reducdo TFG tinham
albuminuria gravemente aumentada e 27% apresentavam albumindria
moderadamente aumentada. O estudo NHANES Ill mostrou que 20% dos individuos
com DM tinham doenca renal avancada na auséncia de aloumindria. (MOLITCH et al.,
2010).

Dessa forma, marcadores outros, que ndo a albumindria, sdo necessarios para

o rastreamento e acompanhamento da DRD.

A diferencga na prevaléncia da DRC entre DM1 e DM2 decorre do fato do DM1
ocorrer em pacientes mais jovens e com menos comorbidades (doenga vascular,

obesidade) em relacao aos pacientes com DM2 (DE BOER, 2011).
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A coexisténcia de outros fatores que possam predispor a DRC em pacientes
com DM2, faz com que o DM1 reflita melhor a doenga renal atribuida ao diabetes que
o DM2 (THOMAS et al., 2015a).

Muitos pacientes com DM e DRC n&o irdo desenvolver doenga renal terminal,
pois irdo falecer de outras causas, principalmente doengas cardiovasculares. Ainda
assim, a DRC associada ao DM ¢ a principal causa isolada de doenca renal terminal
e hemodialise (THOMAS et al., 2015a).

Ao diagnéstico de DM1, até metade dos pacientes vao apresentar um aumento
transitério na TFG e no tamanho dos rins, que retorna ao normal, na maioria dos
pacientes nos meses subsequentes. (CORTINOVIS et al., 2022a), (BANK, 1991). A
TFG pode permanecer elevada em um terco dos pacientes. Esse estado de
hiperfiltracdo prolongada foi associado a progressdo para nefropatia em alguns
estudos (MOGENSEN; ANDERSEN, 1975).

Fatores que foram associados ao desenvolvimento de albuminudria incluem
duracao do diabetes, histéria familiar positiva para DRD, sexo masculino, etnia (afro-
americanos e hispanicos), controle glicémico inadequado, aumento da pressao
arterial, presenca de retinopatia e tabagismo. (PAVKOV et al., 2006), (TUTTLE,
Katherine R. et al., 2022). Assim, tanto fatores metabdlicos quanto fatores
hemodinamicos contribuem para o desenvolvimento da DRD. Nas fases mais
precoces da DRD, a hiperglicemia € o principal determinante para o acometimento
renal e, estagios mais tardios, a hipertensao arterial é o principal fator de declinio da
funcdo (KROLEWSKI et al., 1985).

1.2.2.3.1Fisiopatologia da doenga renal do diabetes

A patogénese da DRD é multifatorial. Quase todos as PVDM1 desenvolvem
algum grau de retinopatia diabética, enquanto apenas um ter¢co desenvolve doenca
renal. Fatores individuais, metabdlicos, estresse oxidativo, fatores hemodinamicos,
hiperperfuséo e hipoperfusao e ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
podem, em associagao a hiperglicemia, resultar no desenvolvimento da doenca renal
(MOGENSEN; ANDERSEN, 1975),(PICHLER et al., 2017), (HOJS et al., 2016).
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Alteragbes glomerulares

Apesar da importdncia do endotélio vascular nas complicacdes
microvasculares, muitos investigadores propdem que as alteracbes precoces nos
glomérulos renais sao criticas para o0 subsequente desenvolvimento de
glomeruloesclerose e perda de néfrons (Figura 5). Dentre essas mudancgas, a mais
importante € a disfungdo dos poddcitos. Juntamente com as células endoteliais
glomerulares, os poddcitos sao responsaveis pela manutengcdo da membrana basal
glomerular, sua barreira de carga e a forma e a integridade da alc¢a capilar glomerular.
Todas essas fungbes estdo comprometidas no glomérulo do paciente com DRD. A
hiperglicemia induz mudangas adaptativas nos poddcitos, incluindo rearranjo do
citoesqueleto, desdiferenciacdao celular, apoptose e autofagia, manifestados por
retracao e achatamento (apagamento podocitario), motilidade reduzida e hipertrofia
glomerular. Esses dados colocam o0s poddcitos,e mais particularmente a
desregulagéo do seu crescimento e diferenciacdo, no centro da patogénese da DRD.
Alguns estudos sugerem que a medida da densidade podocitaria pode ser um preditor
util para DRD e sua progressao. (HARINDHANAVUDHI et al., 2015)

Uma das mais caracteristicas alteragdes glomerulares no diabetes é o
espessamento da membrana basal glomerular (MBG). O espessamento do MBG esta
presente em quase todos os pacientes com diabetes apds alguns anos de diagndstico,
embora alteragdes mais pronunciadas s6 sejam observadas em pacientes com DRD
(KOLAR, 1977). Mudancas na composicdo, carga e arquitetura da MBG estdo
associadas ao seu espessamento e podem contribuir para a albuminudria. (LEWKO;
STEPINSKI, 2009). As células mesangiais também sdo substancialmente alteradas
pelo diabetes, sofrendo proliferacao, hipertrofia e aumento de producao de proteinas
da matriz. Esses mudancas levam a algumas das caracteristicas estruturais Unicas da
glomerulopatia diabética, incluindo expansao mensagial e mesangidlise e, finalmente
glomeruloesclerose.(QIAN et al., 2008).

A hiperfiltragdo, definida com TFG acima de 120 a 140 ml/min/1.73M?, decorre
de uma resposta adaptativa aos disturbios da hemodinamica glomerular que ocorrem
precocemente no curso da DRD, especialmente no DM1.
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O aumento da carga de glicose no tubulo proximal resulta em maior reabsorg¢ao
de glicose, juntamente com o sédio e outros solutos. Como consequéncia, a entrega
de sbdio para a macula densa no tubulo contorcido distal € reduzida e o feedback
tubulo-glomerular é ativado, levando a aumento da pressao intraglomerular e
hiperfiltracao (VALLON et al., 2013).

E controverso se a hiperfiltragdo tem um papel causal ou preditor no
desenvolvimento da albumindria. Em um estudo com 426 individuos com DM1 e 15
anos de segmento, 24% dos participantes desenvolveram hiperfiltracao glomerular.

Entretanto , esta ndo se correlacionou com o desenvolvimento de albuminuria.
(FICOCIELLO et al., 2009)

Alteraces tubulares

Hiperglicemia cronica resulta em atrofia das células tubulares. Fibrose
tubulointersticial € considerada a via comum final para a perda da func¢ao renal do
diabetes. Acredita-se que o progndstico da DRD possa se correlacionar melhor com

a fibrose tubulo-intersticial do que com as mudancgas glomerulares precoces (BOHLE

et al., 1990).

Figura 5- Esquema representativo da Doenca Renal do Diabetes
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1.2.2.3.2 Estadiamento da doenca renal

O estadiamento mais aceito para a doenca renal cronica é o proposto pela
KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes), que combina estagios de
perda de fungdo renal baseados na TFG e na excregcao urindaria de albumina,
utilizando os dois parametros de forma complementar (Tabela 2).

Tabela 2- Estadiamento da doenca renal cronica

Descricao e faixa das categorias
de albuminduria persistente

Al A2 A3

Prognéstico da DRC

conforme categorias de TFG Normal a

Moderadamente| Gravemente

e albumindria: KDIGO 2012 Bvernenie aumentada | aumentada
aumentada
< 30 mg/g 30-300 myg/g > 300 mg/g

<3 mg/mmol | 3-30 mg/mmol | > 30 mg/mmol

G1 Normal ou alta > 90

G2 Levemente reduzida 60-89
Leve a moderadamente

G3a | reduzida 45-59

Moderada a

G3b gravemente reduzida

3044

(mL/min/1,73 m?)

G4 Gravemente reduzida 15-29

G5 DRC estagio 5 =15

Descri¢ao e faixa das categorias de TFG

Fonte: Adaptado de (ROSSING et al., 2012).

1.3 Inflamacéo e Estresse Oxidativo
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1.3.1 Sistemas oxidantes

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e atuagdo dos sistemas de defesa antioxidante (FERREIRA, A.L.A;
MATSUBARA, 1997a).

Radicais livres sdo moléculas cujos atomos possuem um numero impar de
elétrons em sua ultima camada eletrébnica (MANSO, 1989), (RIBEIRO, 1989). Este
fato torna essas moléculas altamente reativas e capazes de captar elétrons de
proteinas, lipidios e acidos nucleicos que compdem a célula, para recuperar o0 numero
de par de elétrons. Isso resulta numa reacao em cadeia. A molécula desfalcada de
elétron se torna um novo radical e busca elétrons de uma molécula vizinha
(FERREIRA, A. L); (MATSUBARA, 1997).

A geracao de radicais livres € um processo continuo e fisiolégico decorrente de
funcbes bioldgicas importantes. Durante os processos metabolicos, esses radicais
funcionam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacdes
bioquimicas. Sua producédo em proporcdes adequadas, possibilita a geracao de ATP,
por meio da cadeia transportadora de elétrons, entre outras funcdes. A mitocondria é
a principal fonte geradora de radicais livres (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA,
1997a).

De forma crbnica, o estresse oxidativo tem implicacao relevante na patogénese
de diversas doencgas nao transmissiveis, como aterosclerose, diabetes, obesidade,
transtornos neurodegenerativos e cancer (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004). A
oxidagao (perda de elétrons) ou redugéo (ganho de elétrons) de uma molécula resulta
em alteracdes de suas caracteristicas. (BARBOSA et al., 2010a).

Os organismos aerdbicos metabolizam 85 a 90% do oxigénio (O2) consumido-
0 na mitocondria, por meio da cascata transportadora de elétrons. A reducao do Oz
gera os radicais superoéxido, hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio (H202). O H202,
apesar de nao ser um radical livre, por ter um elétron desemparelhado na sua ultima
camada eletrbnica, € uma espécie com alto potencial reativo. Por participar da

geracao de OH tem acgao deletéria potencial, uma vez que que este ultimo se constitui
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0 mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer estrutura celular que se
encontre proxima. Diferente dos radicais livres, o H20O2tem meia vida longa e é capaz
de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente tdxica para
as células. Sua toxicidade pode ser aumentada na presenga no ion ferro (FERREIRA,
A.L.A.; MATSUBARA, 1997b).

O Superoxido, além de participar da geracao de OH pode, por meio da reacéao
com o radical livre 6xido nitrico, gerar a espécie reativa de nitrogénio, peroxinitrito
(ONOO) (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).

Os ions Ferro e Cobre sdo muito ativos em reagdes de 6xido-reducao, o que
0s capacita como potenciais catalisadores de reacdes de formacéo de radicais livres
(BARBOGSA et al., 2010b).

Quantidades excessivas de espécies reativas de oxigénio resultam em
oxidag&o em varios tecidos e moléculas como, DNA, proteinas, carboidratos e lipidios.
(KASHIHARA et al., 2010).

A membrana celular € um dos componentes celulares mais atingido pelos
radicais livres devido a peroxidacao lipidica, com impacto na sua estrutura e
permeabilidade, podendo acarretar sua apoptose. (MELLO FILHO; HOFFMANN;
MENEGHINI, 1984).

Em mamiferos, fontes potenciais de espécies reativas de oxigénio incluem a
cadeia respiratdria, a xantina oxidase, os NADH/NADPH oxidases, o éxido nitrico
sintase e outras hemoproteinas.

E possivel medir no plasma e outros fluidos corporais moléculas oxidantes e
Status Oxidante Total (TOS).

1.3.2 Sistema antioxidantes

Para limitar os niveis intracelulares de radicais livres e danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio, existem mecanismos de defesa antioxidantes
(FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997b).
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Os antioxidantes sado definidos como qualquer substancia que, presente em
menor concentracdo que as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a
oxidagao deste de maneira eficaz. Estes elementos tém a capacidade de doar um de
seus elétrons aos radicais livres e ainda continuarem estaveis. Tais substancias
podem agir diretamente, neutralizando a agao dos radicais livres e espécies nao
radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade.
E possivel avaliar a capacidade antioxidante total (TAC) no plasma e outros fluidos
corporais (MELLO FILHO; HOFFMANN; MENEGHINI, 1984)

O sistema de defesa antioxidante & divido em sistemas enzimatico e néao

enzimatico.

Os antioxidantes enzimaticos encontram-se espalhados por todo o organismo,
tanto no meio intracelular como no meio extracelular. O sistema de defesa enziméatico
inclui as enzimas Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencao,
impedindo e/ou controlando a formagdo de radicais livres e espécies nado-radicais,
envolvidos com a iniciacao das reacbes em cadeia que culminam com propagacgao e
amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos
oxidativos (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997b), (HE et al., 2017).

Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas destacam-se a glutationa ,
beta-caroteno, alfa-tocoferol e tocotrienol, o &acido ascoérbico, o &cido lipdico, os
carotenoides, os flavonoides, os curcumindides entre outros (WOLONCIEJ;
MILEWSKA; ROSZKOWSKA-JAKIMIEC, 2016).

1.3.3 Mensuracéao do estado oxidativo e antioxidativo

Diferentes métodos permitem estimar a capacidade oxidante e antioxidante em

diferentes fluidos e tecidos corporais.

A peroxidacdo de lipidios pode ser mensurada por marcadores como O
malonaldeido, MDA, e o 4-hidroxinonenal, HNE, entre outas; a de proteinas pode ser
mensurada pelas carbonilas de proteinas; a de acidos nucléicos pela quantificacao de
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bases oxidadas do DNA; e de carboidratos pode ser medida pelos produtos de
glicosilagéo.

Destacamos abaixo, os utilizados em nosso estudo: TOS, TAC, AOPP e FRAP.

1.3.3.1 Status Oxidante Total (TOS)

O TOS avalia o estado oxidante global de uma amostra. A grande vantagem da
afericdo do TOS € a de estimar ao mesmo tempo o estado oxidativo de uma amostra
bioldgica, independente do mecanismo de base, incluindo marcadores de dificil

mensuracgao isolados.

1.3.3.2 Produtos Avancgados de Oxidacao Proteica (AOPPs)

Os AOPPs sao oriundos de oxidantes que levam a formacao de moléculas
contendo ditirosina (COLOMBO et al., 2012). Tanto as acdes do acido hipocloroso
(HOCI) (WITKO-SARSAT et al., 1996) ou a reacéo de Fenton, envolvendo o ferro e
peréxido de hidrogénio (BOCHI et al., 2014) vao levar ao aumento de AOPP. Os
AOPPs sao decorrentes da oxidagdo da albumina, lipoproteinas e fibrinogénio
(PIWOWAR,2010). A maioria dos AOPPs sao formados pelo aumento da
mieloperoxidase (MPQO) de neutrofilos ativados que vao promover a inflamagéo e mais
geracao espécies reativas de oxigénio (EROS) (WITKO-SARSAT et al., 2003; LI et
al., 2007). Este mecanismo parece ser importante no desenvolvimento da DRD pois,
em modelos experimentais com roedores, a administracdo de AOPPs levou a ativagao
de citocinas, como MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) e fator de crescimento
transformador B (TFG-B), e maior inflamagéo, culminando na presenca de albuminuria
(SHI et al., 2008). A afericdo da AOPP ocorre atraves da incubagéo do plasma com
iodeto de potéassio, acido citrico em uma placa calibrada com cloramina sendo os
produtos mensurados por absorbancia a 340 nm determinadas pelo método de
Bradford (BRADFORD et al, 1976; HANASAND et al., 2012).
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1.3.3.3 Capacidade Antioxidante total (TAC)

A TAC é considerada um dos melhores testes para avaliacdo da capacidade
de produgéo ou corregao de espécies reativas, pois envolve vias enzimaticas e nao
enzimaticas (SILEVSTRINI et al.,2023). Via de regra, o método baseia-se na
capacidade do soro ou fluido em impedir a oxidacdo. A TAC é definida na formacao
do radical cation ABTSe+ [2,2’-azino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfonato)], indicando a

remocao das especies reativas de oxigénio pela amostra de soro (BARTOSZ, 2003).

1.3.3.4 Capacidade de Reducéo do Ferro no Plasma (FRAP)

O FRAP estima, junto com o TAC, a capacidade antioxidante, independente
de origem enzimatica ou ndo-enzimatica, enddgena ou exdgena (RICEEVANS,2000;
KUSANO; FERRARI, 2008). O FRAP é baseado na transformacgéao da tripiridiltriazina
(Fe¥* TPTZ) na forma ferrosa (Fe?* TPTZ) na presenga de antioxidantes em pH
reduzido (PRIOR & CAO, 1999). Em termos préticos, o FRAP ¢ identificado através
da reducdo dos ions férricos em ferrosos apds a insercdo de material biolégico
(plasma, urina ou outros fluidos) que tenha capacidade oxirredutora, detectado por
método colorimétrico em espectrofotometro (RICEEVANS,2000; STALIKAS et al.,
2007).

1.4 Estresse oxidativo e doenca renal

As contribuigcdes do estresse oxidativo para a progressao da doenca renal e
subsequente perda da fungdo renal vem sendo extensivamente estudadas. As
espécies reativas de oxigénio tém um papel importante na regulacao fisiol6gica dos
rins, o que torna estes 6rgaos especialmente vulneraveis ao desequilibrio redox e
estresse oxidativo (HIMMELFARB, 2005). Formacéao de espécies reativas de oxigénio
podem acontecer no cértex ou na medula renal e levam a diversas consequéncias,

que vao desde alteracao do fluxo renal, a inflamacao e mudancas fibréticas (POPOLO
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et al., 2013). Existem muitas evidéncias de aumento dos marcadores de estresse
oxidativo com deterioracdo da fungédo renal. Essas alteragbes ja podem ser
observadas em estagios iniciais da doenca renal (TBAHRITI et al., 2013a). Dados
mostram aumento de marcadores do estresse oxidativo como superdxido mitocondrial
e LDL oxidado (NISTALA; WHALEY-CONNELL; SOWERS, 2008) e homocisteina
(CHIEN et al., 2015), assim como deficiéncia de superdxido desmutase (SOD)
(GARCIA-BELLO et al., 2014) e GSH (glutationa) (KOTUR-STEVULJEVIC et al.,
2013) associados com a progressao da doenca renal.

Esses achados nao implicam necessariamente num papel causal do estresse
oxidativo na perda da funcao renal (TBAHRITI et al., 2013b). Entretanto, existem
alguns estudos pré-clinicos mostrando evidéncia mecanistica para um papel causal
do aumento do estresse oxidativo na progressao da doencga renal. O mais estudado €
o papel do estresse oxidativo na DRD (KASHIHARA et al., 2010).

Nesse contexto especifico, o aumento do estresse decorre de multiplos
mecanismos, incluindo disfuncdo mitocondrial, aumento da atividade NOX
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase), desacoplamento da eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) e deficiéncia de mecanismos antioxidantes, tanto
enzimaticos como nao enzimaticos(POPOLO et al., 2013), (FORBES; COUGHLAN;
COOPER, 2008), (GALVAN; GREEN; DANESH, 2017).

A disfuncao mitocondrial € um denominador comum a varias vias patoldgicas

que decorrem do estresse oxidativo.

Existem quatro complexos proteicos na cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria, chamadas complexo I, II, Ill e IV. Quando a glicose é metabolizada
através do ciclo do acido tricarboxilico, ela gera moléculas doadoras de elétrons, o
NADH e o FADH2. Na cascata de fosforilagdo oxidativa, o NADH doa elétrons para o
complexo | e o FADH2 doa elétrons para o complexo Il. Esses elétrons sao
transferidos para a coenzima Q e, dai para o complexo lll, citocromo-c, complexo IV
e finalmente para o oxigénio com a formagédo de agua. A cadeia transportadora de
elétrons é organizada de forma a controlar precisamente a sintese de ATP. A medida
que ocorre o transporte de elétrons, alguma energia desses elétrons é utilizada para
impulsionar os prétons através das membranas nos complexos |, Il e IV. Isso gera um

potencial através da membrana mitocondrial. A energia desse potencial leva a sintese
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de ATP. Isso é o que acontece em uma célula normal (LESTIENNE; BATAILLE, 1994).
Nas células de PVDM, o alto influxo de glicose, resulta em mais glicose sendo oxidada
no ciclo tricarboxilico, o que gera mais moléculas doadoras de elétrons (NADH e
FADH2), na cadeia transportadora de elétrons. Como resultado, o potencial de
membrana gerado na mitocondria aumenta até um limiar critico ser atingido. Nesse
momento, a transferéncia de elétrons dentro do complexo Il é bloqueado, causando
um retorno para a coenzima Q que passa a doar mais elétrons para o oxigénio,
gerando o superéxido. Um estudo em camundongos que inibiu a producao de
superoxido usando abordagem transgénica (superéxido desmutase) impediu o
desenvolvimento e nefropatia diabética em camundongos com diabetes
db/do(DERUBERTIS et al., 2004).

A producédo do superoxido resulta em dano na cadeia do DNA. Isso acarreta a
ativacao de mecanismos de reparo do DNA incluindo a enzima A poli (ADP-ribose)
polimerase 1 (PARP1). Essa enzima de reparo, por sua vez, inibe a GAPDH
(glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase), enzima chave no processo final na
glicélide. Como resultadp, ha inibicdo da via glicolitica. (THOMAS et al., 2015b).

Ao bloguear a via glicolitica, ha acumulo de metabdlitos intermediarios da
glicolise. O acumulo de gliceraldeido-3-fosfato ativa as vias PKC e produtos de
glicosilagdo avangada. O acumulo de frutose-6-fosfato ativa a via da hexosamina e o
de glicose ativa a via poliol (BROWNLEE, 2005).

Vide Figura 6.
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Figura 6- O papel central das espécies reativas de oxigénio nas complicagoes
do diabetes
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Fonte: adaptado de (THOMAS et al., 2015c)

1.5 Vesiculas extracelulares (EVs)

As vesiculas extracelulares sdo pequenas particulas secretadas por
praticamente todas as células. Inicialmente, acreditava-se que essas particulas
tinham como fungao desprezar material indesejado pela célula. Entretanto, ficou claro
nas Ultimas décadas, que as VEs apresentam papel primordial na comunicacao entre
as células. Elas sao capazes de transportar proteinas, lipidio e material genético
(especialmente microRNAs) de uma célula para outra. (WATERS; BASSLER, 2005).

As vesiculas extracelulares podem ser classificadas em:
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a) Microvesiculas, que sao produzidas pelo brotamento e fissura da

membrana plasmatica;

b) Exossomos, que sédo formados dentro da rede endossomal e sdo
liberados pela fusdo de corpos multivesiculares com a membrana plasmatica;

C) Corpos apoptoéticos liberados como bolhas de células em

apoptose

Figura 7- Biogénese e liberacao de Vesiculas Extracelulares
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Fonte: adaptada de Yanez-Mo, 2015.

A caracterizagdo dos exossomos, microvesiculas e corpos apoptéticos é feita
a partir das diferencas em seus tamanhos, biogéneses, composi¢coes e fungdes
(Tabela 3).



Tabela 3 - Comparacéo entre os diferentes tipos de vesiculas extracelulares

: CORPOS
Tipo EXOSSOMOS MV APOPTGTICOS
Tamanhe 50-100 100-1000  1000-5000
(nm)
Via endocitica Brotamento Brotamento
Biogénese (exocitose de a partir da a partir da
endossomos membrana membrana
multivesiculares) plasmatica plasmatica
; Proteinas Fragmenios
D Proteinas e 2 nucleares e
Composicao . . . e acidos
acidos nucleicos ; arganelas
nucleicos . 2
citoplasmaticas
. Comunicagao Comunicacao Facilitar a
Funcao )
celular celular fagocitose

Fonte: Adaptado de Cavlacanti, 2021. MV: micro vesiculas;

As EVs sao liberadas por quase todos os tipos de células em condicoes
fisioldgicas e patoldgicas e podem ser encontradas em praticamente todos os liquidos
corporais (plasma, urina, liquido seminal, lagrima, saliva, liquor, leite, liquido sinovial,

entre outros) e todos os 6rgaos solidos (YANEZ - MO et al., 2015).

A heterogeneidade é uma caracteristica importante das EVs. Um mesmo tipo
de célula exposta a diferentes estimulos pode liberar vesiculas com diferentes
componentes. Da mesma forma, células diferentes submetidas a um mesmo estimulo,
irdo liberar EVs diferentes. Antigenos altamente especificos da superficie das EVs
podem ser usados para identificar a origem celular. Fontes de EVs diferem entre
individuos saudaveis e em diferentes estados patolégicos (CAVALCANTI; SILVA
FILHO; QUEIROZ, 2021).



2. OBJETIVOS

40



41

2.1 Objetivos primarios

o Comparar marcadores de estresse oxidativo (TOS, TAC, FRAP,
AAOQOP) entre pessoas que vivem sem DM, PVYDM1 sem DRD e com DRD.

o Comparar a concentracdo e o tamanho de EVs séricas entre
pessoas que vivem sem DM, PVDM1 sem DRD e com DRD.

2.2 Objetivos secundarios

o Avaliar possiveis associagdes entre estresse oxidativo ou EVs com
o perfil laboratorial (colesterol, creatinina, triglicérides e glicemia) entre pessoas
que vivem sem DM, PVDM1 sem DRD e com DRD.

o Avaliar possiveis associagdes entre estresse oxidativo ou EVs com
variaveis clinicas (PAS, PAD, CA, IMC) entre pessoas que vivem sem DM,
PVDM1 sem DRD e com DRD.

. Avaliar o uso do Aloxano sérico como possivel marcador para
DRD.

. Avaliar a coexisténcia de outras complicacées (RD, ND) entre
PVDM1 com e sem DRD e sua associacdo com marcadores de estresse
oxidativo e EVs.



3.0 METODOLOGIA
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3.1 Desenho do estudo e consideracdes éticas

Trata-se de um estudo observacional, transversal analitico, com inclusdo
consecutiva de pacientes, realizado no servigco de endocrinologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) em parceria com Instituto de Previdéncia dos
Servidores do Estado de Minas Gerais (IPSEMG). O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica das duas instituicdes. Pareceres: O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
das duas instituicdes. Pareceres: CAAE 35168720.0.0000.5136 (IPSEMG) / CAEE
55001621.3.0000.5149 (UFMG). Todos os participantes do estudo assinaram o TCLE
(anexos 1 e 2).

3.2 Participantes

3.2.1 Critérios de inclusao

3.2.1.1 Pessoas que vivem com DM1

Foram selecionados as pessoas em acompanhamento no servico de
endocrinologia da UMFG e do IPSEMG, sendo incluidos individuos de ambos os
sexos, idade acima de 18 anos, com qualquer tempo ou estagio da doenca renal do
diabetes (mesmo pacientes em terapia de substituigcao renal). O diagnéstico de DM foi
estabelecido conforme os critérios da ADA (American Diabetes Association, 2024 ),
disposto na Tabela 4.
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Tabela 4 - Critérios diagndsticos para DM em adultos nao gravidos

HbA1C 2 6.5%; usar método certificado pelo NGSP

ou

Glicemia de jejum 2126 mg%; considera-se jejum auséncia de
ingestéo caldrica por pelo menos 8 horas

ou

Glicemia pos 759 de dextrosol 2 200 mg%

ou

Sintomas classicos de hiperglicemia com glicemia aleatéria = 200
mg%

NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program; Fonte: ADA, 2024

Foi considerado diagnéstico de DM1 pessoas com DM e pelo menos um
autoanticorpo (Anti-GAD, Anti-la2) positivo em tratamento com esquema intensivo
basal-bolus.

3.2.1.2 Pessoas que vivem com DM1 e doenga renal

O diagnéstico de doenca renal do diabetes foi estabelecido conforme os
critérios do KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes). (ROSSING et al.,
2022):

- Presenca de albuminuria (razao albumina/creatinina = 30 mg/g), e/ou
- Reducéo da taxa de filtracao glomerular (< 60 ml/min/1,73m?).

A taxa de filtracdo glomerular foi estimada pela formula CKD-EPI (chronic
kidney disease epidemiology collaboration), conforme preconizado pelo KDIGO
(ROSSING et al., 2022).



45

3.2.1.2 Controles

Foram incluidos:

1) Pacientes da instituicdo (IPSEMG) sem DM que compareceram
ao laboratério para coleta de exames de rotina ambulatorial.

2) Funcionarios do IPSEMG sem DM, que compareceram ao
laboratério para coleta de sorologia para COVID 19, em levantamento
epidemioldgico realizado pela instituicao entre janeiro e fevereiro de 2021.

3.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos da selecido PVDM e controles com comorbidades que
influenciassem a avaliacao de doenca renal e/ ou nos marcadores renais, tais como
lupus eritematoso sistémico, mieloma mudltiplo, tuberculose, hepatite B/C, doencas
consumptivas, além de doencgas especificas do trato urinario (rins policisticos,
glomerulonefrites, infecgao trato urinario recorrente, urolitiase obstrutiva, neoplasias,
rim Unico). Também foram excluidos pacientes em uso de medicagdes crénicas como

imunossupressores ou que tivessem sido submetidos a transplantes.

3.2.3 Avaliagéo clinica

Todos os participantes que nao possuiam critérios de exclusao e que aceitaram
entrar no estudo assinando o TCLE foram avaliados através da coleta de dados
clinicos (prontuario e presencial) e coleta de amostras (sangue e urina). Foram obtidas

as seguintes informacdes dos participantes :

3.2.3.1 Dados de identificacao (para ambos 0s grupos)
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a) nome; b) data de nascimento; ¢) género; d) etnia (autodeclarada); e) dados
de contato;

3.2.3.2 Anamnese dirigida

Grupo PVDM: a) data do diagnéstico de DM1; b) histéria de comorbidades -
presenca de outras doencas (HAS, dislipidemia) incluindo as autoimunes
(hipotireoidismo primario, insuficiéncia gonadal, vitiligo); c) histéria de tabagismo; d)
existéncia de outras complicagbes do DM (retinopatia, neuropatia, doenca

macrovascular); e) medicagdes em uso .

Grupo Controle: a) historia de comorbidades -presenca de outras doencas
(HAS, dislipidemia) incluindo as autoimunes (hipotireoidismo primario, insuficiéncia
gonadal, vitiligo); b) histéria de tabagismo; c) medicacdes em uso;

3.2.3.3 Dados de prontuario

Foram avaliados os registros de prontuario on line para avaliagdo de doencas
macro e microvasculares definidas pelas diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD) 2019. Da mesma forma, foram utilizadas informagdes do prontuario
do paciente sobre exames realizados entre 6 e 12 meses pelos pacientes.

3.2.3.4 Exame Fisico Dirigido

a) peso (aferido em gramas por balanca digital ou mecénica calibrada e
aprovada pelo Inmetro); b) altura (aferido em centimetros por estadidmetro); c)
circunferéncia abdominal (em centimetros, obtida com ajuda de fita métrica); d)
presséo arterial (aferida por esfigmomanémetro digital aprovado pelo Inmetro).

3.2.3.5 Exames realizados
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Na ocasido da avaliacdo foi feita a coleta de amostra de sangue venoso
periférico e urina, para estudo dos seguintes marcadores:

a) glicemia de jejum;

b) creatinina sérica;

c) colesterol total e fracoes;

d) relagéo albumina/creatinina urinéria;

e) marcadores de estresse oxidativo e metabodlicos no plasma/soro: TOS, TAC,
FRAP, AAOP.

f) avaliacdo da concentracéo e do tamanho de EVs no plasma;

3.2.3.6 Processamento de amostras de pacientes e controles

Logistica

Duas amostras de 10 mL de sangue periférico foram obtidas de cada paciente
sendo divididas em tubo com EDTA (plasma) e outro sem aditivo(soro). Apds
centrifugagédo a 4000 rpm por 10 minutos, estas amostras foram aliquotadas e
estocadas a -70 °C._As amostras foram utilizadas para mensuragdo dos parametros
de estresse oxidativo (TOS e TAC), glicemia e creatinina. O estado oxidante total
(TOS) e o estado antioxidante total (TAC) foram aferidos através de método
colorimétrico, conforme descrito previamente na literatura (EREL, 2005). As demais
mensuragdes (creatinina, glicemia, colesterol, trigliceridios) foram executadas por
método enzimético, de acordo com as recomendagdes dos fabricantes. Os niveis
plasmaticos de AOPP foram estabelecidos pelo método colorimétrico conforme
descrito por Hanasand et al (2012) (HANASAND et al., 2012). A avaliacdo do FRAP
foi baseada no método descrito por Benzie e Strain (BENZIE; STRAIN, 1996).

Isolamento das Vesiculas Extracelulares
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As amostras de soro sanguineo (1000ul) e urina (2000ul) foram submetidas
centrifugagdes sequenciais de 300xg por 10 minutos, 2000xg por 10 minutos e
16500xg por 30 minutos, para retirada de células, debris celulares e microvesiculas,
respectivamente no momento da coleta e anteriormente ao congelamento a -80°C.
Para o isolamento das VE pequenas o sobrenadante foi descongelado em gelo,
filtrado em membrana 0,20uM e centrifugado duas vezes a 120000xg por 70min. O
pellet enriquecido de Ves pequenas foi diluido em 1XPBS livre de Ca e Mg para

posteriores analises.

Caracterizacao do isolamento das EVsiculas extracelulares pequenas

Para caracterizacdo, as EVs pequenas foram analisadas quanto ao tamanho e
concentracao por Nanotracking analysis pelo equipamento Nanosight (NS300; NTA
3.1 Build 3.1.45; Malvern) da FZEA, Universidade de S&o Paulo, em Pirassununga,SP.
Quanto ao tamanho e morfologia por Microscopia Eletrénica de transmisséao pelo
equipamento FEI 200kV; modelo Tecnai 20; emissor LAB6, para tanto o pellet foi
diluido em solucdo fixadora (0,1M de Cacodilato; 2,5% Glutaraldeido; 4% de
paraformoldeido; pH 7,2 - 7,4) durante duas horas para ser novamente
ultracentrifugado e ressuspendido em 20 uL de &gua ultrapura mili-Q. Por fim, as EVs
pequenas foram analisas quanto a presenca de proteina especifica ALIX, CD63 e
proteina CD9 como pelo controle negativo a proteina Citocromo C por Western Blot.

3.3 Calculo amostral

O presente estudo se baseia em uma amostra de conveniéncia e previu 0
namero de 77 individuos com DM1 e 77 controles para o estudo transversal,
estabelecido através de calculo de amostra (erro amostral 5%, nivel de confianga
95%, percentual maximo 30% prevaléncia para 100 pacientes com DM1 atendidos).

3.3 Analise estatistica
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Os dados foram coletados e digitados no programa Excel (Microsoft, EUA). A
analise estatistica foi realizada utilizando o software PRISM (Graphpad Software Inc,
San Diego, EUA). Todas as variaveis discretas e continuas foram descritas em média
(desvio padrao) ou taxa de prevaléncia (por cento); ja as variaveis categoricas foram
descritas por taxa de prevaléncia (por cento). Diferengas entre variaveis discretas e
continuas em dois grupos foram avaliadas quanto a sua distribuicdo de normalidade;
para variaveis com distribuicdo normal, as diferencas foram avaliadas através do teste
T de Student; no caso de variaveis com distribuicao assimétrica foi executado o teste
de Mann-Whitney. Para dois ou mais grupos foi feito o teste de ANOVA (se distribuicao
normal) ou Kruskal-Wallys (se distribuicdo assimétrica). Foi utilizado o teste de Qui-
quadrado para avaliacao de diferencas entre varidveis categéricas. A significancia
estatistica foi identificada quando a probabilidade (valor de P) for inferior a 0.05. O
estudo visou avaliar a acuracia dos marcadores moleculares para o estabelecimento
de nefropatia diabética. Para tal, foi utilizado o valor de albuminuria como padr&o-ouro
do diagnéstico de nefropatia diabética, empregados isolados e associados a outros

marcadores bioquimicos.
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4.1 Caracteristicas clinicas e metabdlicas da populacéo estudada

Foram incluidos no total 124 participantes , 61 no grupo controle, 42 no grupo
DM1 sem DRD e 21 no grupo DM1 com DRD.

Os dados clinicos estratificados estao descritos na Tabela 5. Os trés grupos

foram semelhantes quanto a idade, IMC e CA. A média de idade da amostra (= DP)
foi de 40.3 * 13.7 anos. O IMC médio foi 25.8 * 5.1 Kg/m?, e a circunferéncia

abdominal média foi 89.6 £ 12.3 cm.

O grupo DM1 com DRD apresentou niveis mais elevados de pressao arterial
sistolica (PAS) em relacao aos pacientes com DM1 sem DRD e controles. Em relagao
a pressao arterial diastolica (PAD), o grupo DM1 com DRD apresentou niveis mais
elevados em relagéo ao controle, mas semelhante em relagdo ao grupo DM1 sem
DRD (Tabela 5).

A propor¢éo sexo feminino e masculino foi semelhante nos grupos DM1 com e
sem DRD, mas, no grupo controle, houve uma despropor¢cao entre homens e

mulheres.

N&o houve diferenca na taxa de tabagismo entre os trés grupos. Das 63 PVDM,
trinta e trés por cento (21 pacientes) apresentam DRD.

Como esperado, o grupo DM1 com DRD teve mais complicacdes relacionadas
ao diabetes (retinopatia e neuropatia) que o grupo DM1 sem DRD. Metade das
pessoas que vivem com DRD apresentaram também retinopatia diabética.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos participantes do estudo

Controle * DM1* DM1+DRD p
(n=61) (n=42) *
(n=21)
Idade (anos) 38.0 [36.0- 44.0[36.7- 36.0 [36.1- 0.78
44.0] 47.6] 48.4]
IMC (kg/m?) 26 [25.4- 24 .4[24.0- 23.6 [20.4- 0.12
27.9] 26.7] 26.9]
CA (cm) 91.3+13.1 86.2+11.3 91.1+£10.9 | 0.13
PAS (mmHg) 110 [108- 110 [113-120]12 | 130 [122- | <0.001
114]° 136]°
PAD (mmHg) 70 [68.9- 70 [72.0-77.2] 80[73.4 - 0.014
73.6]2 ab 84.11°
H/M (7/54)2 (13/29)° (7/14)° 0.02 #
Tabagismo (%) 8.1 7.0 0 1.0%
Tempo de diabetes NA 16.2+£13.8 224 +7.6 0.06°
(anos)
Complicagoes
microvasculares do DM NA 30.0° 52.3b 0.02
Retinopatia (%) NA 22.52 47 .6° 0.02
Neuropatia (%)
CKD-EPI 95.0[85.2- 101 [96.2- 65.0[45.2- | 0.001
(ml/min/1.73m?) 95.2]2¢ 108.0]° 82.3]¢
Razao albumina- 4.0 [3.9-5.14] | 6.4[5.5-10.0]° | 81.4[48.5- | <0.001
creatinina (mg/q) a 1415]°
Creatinina (mg/dl) 0.80[0.78- 0.75[0.70- 0.98[1.2- | <0.001
0.87]° 0.80]° 3.91°
Glicose (mg/dl) 91 [92.5-106] | 171[145-189]° | 181[162 - | <0.001
a 219]°
HbA1c (%) ND 8.17+£1.72 8.43+1.67 | 0.26
Colesterol total (mg/dl) 218 + 46.1° 181 £+ 48.2° 199 +62.82 | 0.02
HDL colesterol (mg/dl) 64.8 +17.7 62.4 £ 17.1 63.2+23.9 | 0.88
LDL colesterol (mg/dl) 127 £34.12 91.8+35.2° | 119+32.7%> | 0.01
Triglicerideos (mg/dl) 107 [110- 83[72.8-197] 68 [30.3 - 0.35
156] 133]

Resultados sdo mostrados como medida + DP, ou mediana (IC 95% inferior-superior).

(*) Refere-se a KDIGO G1A1 ou G2A1 e razao albumina/creatinina< 30 mg/g. (***)
Refere-se a todas outras categorias de TFG do KADIGO (exceto G1A1 ou G2A1) e/ou
razdo albumina/creatinina > 30 mg/g. (CA)= circunferéncia abdominal; (H)= homem;

(M)=

mulher; (CKD-EPI) = Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration

Equation; (TGF)= taxa de filtracdo glomerular; (NA) =ndo aplicavel; (ND)=nao

disponivel. Teste Kruskal-Wallis usado para analise de dados assimétricos e ANOVA

One-Way para variaveis de distribuicdo normal. O Teste Exato de Fisher (¥) foi usado
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para variaveis categéricas. dTeste T de Student. P foi significante se <0.05; letras
diferentes significam diferencas entre dois ou mais grupos. Pos teste usado para
ANOVA: Tukey; Pés teste usado para Kruskal-Wallis: Dwass-Steel-Chritchlow-Fligner.

A TFG foi semelhante entre os grupos controle e DM1 com DRD. Porém, o
grupo com DM1 sem DRD apresentou TFG glomerular mais elevada em relacao aos
outros dois grupos. Os niveis de creatinina foram mais elevados no grupo DM1 com
DRD, mas semelhantes entre o grupo controle e DM1 sem DRD.

O grupo DM1 com DRD apresentou niveis mais elevados de albuminudria em

relacdo aos outros grupos.

Os valores de glicemia foram semelhantes entre os grupos DM1 com e sem
DRD, que foram maiores que o grupo controle. Nao houve diferenca nos niveis de
HbA1C entre os grupos com DM1.

Os niveis de colesterol total foram semelhantes entre os grupos controle e DM1
com DRD e mais reduzido entre pacientes com DM1 sem DRD. O HDL colesterol foi
semelhante entre os grupos. O LDL colesterol foi maior no grupo controle em relacao
ao grupo DM1 sem DRD e semelhante ao grupo DRD com DRD. Os niveis de
triglicérides foram semelhantes entre os trés grupos.

4.2 Parametros do Estresse Oxidativo e Inflamacédo (TOS, TAC, FRAP,
AOPP, PCR)

O TOS apresentou uma tendéncia de elevagédo no grupo DM1 com DRD e
apresentou queda progressiva entre os grupos DM1 sem DRD e controles (p=0.06)
(Figura 8).
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Figura 8- TOS nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle
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Em relacdo a TAC, esta mostrou-se diferente entre os trés grupos analisados.

O grupo com menor TAC foi o DM1 com DRD, seguido pelo grupo DM1 sem RDR. O

grupo controle apresentou maior TAC em relagéo aos grupos com DM1. (Figura 9)

Figura 9- TAC nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle
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A Razao TOS/TAC (indice de estresse oxidativo), um importante marcador do

estado geral oxidativo, também identificou diferencas entre os trés grupos: a maior
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razéo foi observada entre os pacientes DM1+DRD, seguido dos pacientes DM1 sem

DRD em relacao a controles (Figura 10).

Figura 10- Razdo TOS/TAC nos pacientes com DM1 com e sem DRD e

controle
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Nao foram observadas diferengcas nos niveis de AOPP, FRAP e da razéo

aloxano/acido urico entre os trés grupos (Figuras 11, 12, 13).

Figura 11- AOPP nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle
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Fonte: confecgao propria

Figura 12- FRAP nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle
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Figura 13- Razao aloxano/acido urico nos pacientes com DM1 com e sem DRD

e controle
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As mensuracées das EVs mostraram ndo haver diferencas em suas

concentragdes entre os grupos DM1 sem DRD, DM1 com DRD e controles. (Figura

14).

Figura 14- Concentragcédo das EVs nos pacientes com DM1 com e sem DRD e

controle
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Foi observado que o grupo DM1 com DRD apresentam tamanho reduzido de

EVs em relacédo ao grupo DM1 sem DRD. (Figura 15);

Figura 15- Tamanho das EVs nos pacientes com DM1 com e sem DRD e

controle
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O presente estudo teve como objetivos principais avaliar os parametros de
estresse oxidativo (TOS, TAC, AAOP, FRAP) e mensuracdo da concentracao e
tamanho das EVs entre trés grupos de participantes DM1 com DRD, DM1 sem DRD

e controles.

Um tergo dos participantes com DM1 apresentaram critérios para DRD, que foi
definida por TFG < 60 ml/min/1.732 e/ou presenca razao albumina/creatinina = 30
mg/g(THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016b). Da mesma forma, metade dos
participantes com DRD apresentaram também retinopatia diabética. Esses dados
estdo de acordo com a literatura que demonstra coexisténcia de retinopatia diabética
e nefropatia diabética albuminurica variando de 22% a 62% dos pacientes (BASH et
al., 2008), (THORN et al., 2015a). No grupo DM1 sem DRD, foi notado um aumento
da TFG em comparacdao aos grupos controle de DM1 com DRD. Tal fato pode
representar a fase de hiperfiltracdo de uma nefropatia incipiente nesse grupo, ainda
nao manifestada por presenga de albumindria. Uma elevagéo de 25 a 50% na TFG é
visto precocemente no curso do DM, especialmente no DM1. Hipertrofia glomerular e
aumento do tamanho dos rins tipicamente acompanha o aumento da
TFG(CORTINOVIS et al., 2022b).

No geral, os trés grupos foram homogéneos em relacao as suas caracteristicas
clinicas (incluindo tabagismo), exceto por niveis presséricos mais elevados no grupo
DM1 com DRD.

O grupo com DRD apresentou niveis mais elevados de pressao arterial sistolica
em relagdo ao grupo controle e sem DRD. A presséao arterial € um importante fator
na patogénese e progressao da DRD. Similar aos efeitos da hiperglicemia, existe uma
correlacéo linear entre pressao arterial e desfechos renais (KU et al., 2016).

Os valores de glicemia e hemoglobina glicada nao diferiram entre os grupos de
pacientes com e sem DRD. Sabe-se que o controle glicémico gera impacto no risco
de aparecimento e progressdo da DRD (STRATTON et al., 2000), e que a reducao
dos niveis de HbA1C a valores <7% foram associados a reversdo da hiperfiltracao,
regressao da albuminuria e menor risco de desenvolvimento de DRC estagio 3
(TUTTLE, K. R. et al., 1991). Por se tratar de um estudo transversal, o controle
glicémico foi documentado em apenas um momento, ndo sendo possivel inferir o

controle glicémico dos pacientes ao longo da evolucdo da doenca. Auséncia de
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diferenga no controle glicémico entre os grupo com e sem DRD demonstra que a
hiperglicemia ndo foi um fator de confusdo na dosagem dos marcadores de estresse
oxidativo e das EVs.

O tempo de diabetes aumenta a chance de evolugao para DRD (PERKINS et
al., 2003), (DE BOER et al., 2014); em nosso estudo, houve uma tendéncia do
aumento de tempo de diabetes entre os PVDM com DRD quando comparados a
PVDM sem DRD (p=0.06).

Um dos fatores que vem sendo associado ao desenvolvimento da doenga renal
do diabetes é o desequilibrio do estado redox. Em relacdo aos parametros de estresse
oxidativo, foi observado em nosso estudo: a) tendéncia, embora nao significativa, de
aumento do TOS, no grupo de pacientes com DM1 e DRD; b) redugao significativa da
TAC nos grupos de pacientes com DM1, especialmente no grupo DM1+DRD; ¢) maior
razdo TOS/TAC (indice de estresse oxidativo) nos pacientes DM1+DRD, seguido dos
pacientes DM1 sem DRD em relagao a controles.

Em relacdo a estes marcadores, os resultados na literatura sdo heterogéneos,

tanto no DM2 quanto no DM1 com e sem complicacdes.

Sabe-se que pacientes DM2 recém-diagnosticados podem apresentar aumento
do TOS, associado a adiposidade e controle glicémico, mas sem, contudo, exibir
diferengas no TAC (LEWKO; STEPINSKI, 2009).

Aslan avaliou o TOS, TAC e o TOS/TAC em controles e pessoas com DM2 com
e sem DRD. O grupo DM2 com DRD apresentou maior TOS e maior relagdo TOS/TAC
em comparacao aos grupos DM2 sem DRD e controle. Nao houve diferenca na TAC.
(ASLAN, 2007). Diferente de nosso estudo, ndo houve diferenca nesses parametros
entre os grupos DM sem DRD e controles.

O estudo realizado por Khalili, avaliou 400 participantes (controles, DM2 sem
complicagdes, DM2 com retinopatia dibética e DM2 com neuropatia diabética) quanto
ao TOS, TAC e relacao TOS/TAC. Foi observado elevacao do TOS e reducéo da TAC

na neuropatia, mas nao na retinopatia diabética. (KHALILI et al., 2022).
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Saygili avaliou paramtros de estresse oxidativos em pacientes com catarata
senil com e sem DM. Foi observado maior TOS e maior relagao TOS/TAC no grupo
de participantes com DM. (SAYGILI et al., 2010).

Ja em pessoas vivendo com DM1, as evidéncias de desbalanco da relacéo
TOS/TAC parece variar de acordo com o tipo de estudo.

Dados de individuos da Coorte Golden Years (PVDM1 por mais de 50 anos
com baixa prevaléncia de complicagdes), ndo mostrou diferenca na TAC entre PVDM1
normoalbuminudricos, com microalouminudria ou macroalbuminuria. (PRIOR et al.,
2011).

No estudo de Darenskaya, que envolveu 89 PVDM1 com DRD e 39 controles,
foi observado que a reducao da TAC foi mais associada ao desenvolvimento inicial da
DRD, perdendo associacio a medida que a DRD se tornava
estabelecida.(DARENSKAYA et al., 2022)

Ambos resultados em PVDM1 contrastam com a nossa casuistica, onde a TAC
foi significativamente reduzida nos pacientes com DM1 com e sem DRD.

Embora o grande marcador de doenca glomerular seja a presencga e 0 aumento
dos niveis de albumindria urinaria, cerca de 7 a 24% dos pacientes com DM1 e TFG
< 60 ml/min/1.732, sdo normoalbuminudricos (THORN et al., 2015). A progressao da
DRD parece ser mais lenta em PVDM normalbuminuricas (MOLITCH, Mark E. et al.,
2010). Observamos em nosso estudo 6 PVDM1 com DRD sem microalbuminuria, e
que também mantiveram uma relacdo TOS/TAC elevada, sugerindo uma utilidade
potencial para este marcador.

As EVs participam da etiologia de diversas doencas autoimunes, incluindo
DM1. Foi demonstrado que células das ilhotas pancreaticas podem liberar exossomos
com autoantigenos da célula beta em exossomos (glutamato descarboxilase- GAD;
antigeno ilhota- la2 e pré-insulina. Aumento dos niveis de citocinas induz estresse do
reticulo endosplasmatico das células beta, resultando em aumento da secrecéao de
exossomos, estabelecendo o ciclo vicioso (CIANCIARUSO et al., 2017).
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A contagem de EVs na circulagdo difere de forma significante entre pessoas
que vivem com e sem diabetes (JANSEN et al., 2013).

No estudo de SABATIER e cols. (2002), 47 pessoas vivendo sem diabetes
foram comparados a 24 pessoas vivendo com DM1 e 52 pessoas vivendo com DM2(
e baixa prevaléncia de doencga renal) ; observou-se através do estudo por citometria
de fluxo, que os valores de EVs endoteliais isoladas por cromatografia de exclusao e
(caracterizadas pela marcacdo ao anticorpo com marcacdo do epitopo avpB3 da
molécula de integrina) encontrava-se elevados, assim como as EVs plaquetarias,
marcadas por GPlIbllla e a contagem total de EVs (CTM) identificadas pelo anticorpo
anexina V. A CTM foi maior em DM1 versus DM2. Neste estudo nao foi avaliado o
tamanho das EVs, e a quantidade destas no plasma foi bem abaixo do habitualmente
descrito.

Um estudo em individuos com DM2, foi observado um aumento de EVs
derivadas de plaquetas em paciente com doenca aterosclerotica estabelecida. (TAN
et al., 2005).

Jung avaliou EVs em PVDM2 sem complicagcbes e complicacbes micro e
macrovasculares. Nesse estudo, houve um aumento na concentracdo de EVs

individuos com complica¢cdes macrovasculares. (JUNG et al., 2011).

Ja na metanalise de Li (LI, 2016) que envolveu somente pessoas vivendo com
DM2, foi evidenciado um aumento do numero de EVs em relagcéo aos controles. Neste
estudo foram identificados viés de publicagdo; Uma das explicagcdes possiveis para o
aumento da concetracao de EVs seria a elevagéao de glicemia ou o aumento da taxa
de apoptose celular. Altas concentracdes e glicose podem induzir um aumento de trés
vezes na liberagdo de exossomos pelas células endoteliais(BURGER et al., 2017).

Em PVDM1, normotensos e normoalbuminémicos, ndo foram encontradas
diferencas entre a concentracdo ou tamanho de EVs urinarias analisados por
Nanotracking; todavia, foi possivel estimar um aumento da concentracédo de VEs de
origem podocitaria através da citometria de fluxo (LYTVYN et al., 2017).

Ogata demonstrou um aumento da concentracdo das EVs derivadas de
monocitos em PVDM2 e retinopatia diabética (OGATA et al., 2006).
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Omoto avaliou EVs em individuos com DM2 e complicagdes microvasculares.
Foi observado um aumento de EVs de origem de mondcitos em pacientes com
retinopatia diabética, neuropatia diabética e, principalmente em nefropatia diabética
(OMOTO et al., 2002).

Nomura também demonstrou aumento de EVs endoteliais em PVDM2 e
DRD.(NOMURA et al., 2004)

Os dados acima mostram que as EVs podem mediar processos patoldgicos
que contribuem para as complicagdes do diabetes e podem servir como potenciais
biomarcadores para o diagnéstico e prognéstico de complicagbes vasculares e
avaliacao de resposta aos tratamentos.

Ainda nao ha estudos sobre o padrdao de tamanho e concentracdo de Evs
séricas em pacientes com DM1 sem ND e em diferentes estagios da doenca.

Em nosso estudo, ndo observamos diferenca na concentracdo de EVs entre os
grupos estudados. Tal fato pode ser decorrente de diferentes metodologias para a
extracao das EVs. A maioria dos estudos utilizaram a técnica de citometria de fluxo,

enquanto o nosso estudo usou a técnica de Nanotracking.

Observamos uma maior dispersao dos dados de concentracao de EVs no grupo
controle. Esse achado pode ser justificado pela heterogeneidade de participantes
desse grupo, que foi composto por individuos saudaveis (que participavam com
inquérito epidemioldgico) e individuos com outras comorbidades que ndo o diabetes
e doenga renal que compareceram ao laboratorio para coleta de material biolégico.

Nosso estudo mostrou uma redugéo no tamanho das EVs nos pacientes com
DM1 e DRD em relagéo a pacientes com DM1 sem doenga renal. Nao encontramos
na literatura estudos sobre tamanho de EVs séricas em pacientes com DM1 e DRD.
As alterac6es das EVs, por sua vez, precisam ser melhor entendidas através do seu
papel na expressdo de microRNAs.

Estudos apontam o aumento do acido Urico como um dos fatores associados
ao desenvolvimento de microalbuminuria e progressao para DRD (HOVIND et al.,
2009), (JALAL et al., 2010), (PILEMANN-LYBERG et al., 2018). Mais recentemente,

um estudo com pacientes chineses mostrou que as acbes do excesso de ureia
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circulantes poderia aumentar a pressao arterial e a dislipidemia que sao fatores de
risco para DRD (JIANG et al., 2023). A reducao da hiperuricemia em pacientes com
DM1 sem proteindria mas TFG ainda preservada (DRD estagio 3) foi observado com
o uso de febuxostat, que reduziu a perda de TFG em cerca de 1.79 mL/min/1.73 m?
por ano (95% IC, 0.55-3.03)(p = 0.005) (KIMURA et al., 2018) .Estes resultados
satisfatérios em pacientes com DRD inicial foram complementados pelo estudo PERL
em que o tratamento da hiperuricemia com alopurinol na DRD com microlbuminudria
moderada nao foi capaz de modificar os desfechos de perda de fungéo renal (DORIA
et al., 2020). Sabe-se que a oxidagdo do acido urico pode levar a um aumento dos
precursores de aloxano enddgeno. A molécula do aloxano € habitualmente
empregada dentro dos modelos experimentais de diabetes e de doenca renal do
diabetes, baseado em acbes dependentes da formagcdo de espécies reativas de
oxigénio (LENZEN, 2008) Em um estudos com criangas com DM1, os niveis de
aloxano encontravam-se mais elevados que em controles saudaveis
(MROZIKIEWICZ et al., 1994). Nao foram aventadas hipéteses para a explicacao
desse achado. Talvez pela sua instabilidade fisioldgica, poucos estudos clinicos com
aloxano tenham sido realizados, mas a possibilidade de seu papel no estabelecimento
da DRD é bastante plausivel.

Nosso estudo apresentou algumas limitagdes. Como principal, citamos o

desenho transversal, que permite a associacdo, mas impede a avaliacdo de riscos.

As amostras para andlise das EVs foram coletadas em jejum em alguns
participantes e no periodo pds-prandial em outros, o que pode ter contribuido para
maior dispersdo de resultados pois o estado pdés-prandial pode influenciar na
concentracao de VEs(M@RK et al., 2016), (MJRK et al., 2018).

Como pontos fortes do estudo destacamos, a caracterizacao da populacao
estudada de pacientes com DM1, do ponto de vista etiolégico (presenca de ou ndo de
auto-anticorpos), clinico (tempo de doenca e HBA1c), e de individuos em diferentes
estagios da DRD, incluindo aqueles em fase inicial pré-clinica e na fase final de terapia
de substituicao renal.

Apesar da avaliagdo dos controles ter sido realizada em um unico momento,

dados dos participantes foram adjudicados (coleta de glicemia, funcao renal, perfil
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lipidico e avaliagdo de peso, altura, CA e PA) baseados em informagdes de prontuario

Por fim, o isolamento e detalhamento das EVs seguiu as mais rigorosas
técnicas de validagdo. Todos os experimentos foram realizados de maneira cega sem

identificacdo de pacientes ou de grupos.

O uso da relagdao TOS/TAC para avaliagdo do estresse oxidativo, por incluir
todos os mecanismos pro- e anti-oxidantes circulantes, sumarizou eficazmente o staus
redox dos participantes demonstrando sua alteragdo durante o estagio de
desenvolvimento da DRD.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
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O estresse oxidativo é um fator importante no desenvolvimento da DRD,
podendo ser identificado pelo valor do TOS, do TAC e da relagao TOS/TAC. Nosso
estudo demonstrou, em pacientes com DM1, que a relacdo TOS/TAC encontra-se
aumentada em pacientes com doenga renal, sugerindo um papel do estresse oxidativo

no desenvolvimento dessa complicacao.

O interesse pelo estudo das EVs tem crescido muito nas ultimas décadas e
cada vez mais tem se constatado a sua importancia como marcador de diversas
patologias. A formagédo de EVs parece responder de forma especifica a estimulos
gerados por diversas doencgas, de forma a alterar a sua concentragdo e tamanho.
Nosso estudo demonstrou uma redugao do tamanho das EVs em PVDM1 e doenga
renal, achado ainda nao descrito na literatura.
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atraves de prevencao primaria ou secundaria. Portanto, existe uma grande necessidade de que o
rastreamento seja o mais precoce possivel. Atualmente, o diagndstico de doenca renal do diabetes é
baseado na excrec&o urinaria de albumina. Embora amplamente validada, ela possui algumas limitacées.
Sendo assim, vem sendo realizado um esforco na busca de marcadores alternativos e mais precoces de
doenca renal do diabetes. A proposta desse estudo & explorar o uso destes marcadores no sangue € na
urina de pacientes com diabetes melittus tipo 1, buscando associa-los ao diagnostico da doenca renal do
diabetes.

Estes marcadores seréo avaliados em pacientes diabéticos e em pacientes n&o diabéticos. Serdo dosados
0s seguintes marcadores: microRNA 126, micro-RNA 217, KIM-1, NGAL, cistatina-C, beta2-microglobulina,
acido urico, marcadores de estresse oxidativo e metabdlico no sangue e na urina dos participantes

Enderego: Alameda Ezequiel Dias, 225, 11° andar

Bairro: Santa Efigénia CEP: 30.130-110

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3237-2813 Fax: (31)3237-2273 E-mail: cep.hgip@ipsemg.mg.gov.br
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Serao convidados a participar do estudo pacientes adultos portadores de diabetes mellitus tipo 1 atendidos
no ambulatorio de endocrinologia do IPSEMG e pacientes que estiverem coletando amostras de
sangue/urina no IPSEMG e que néao tenham historia de diabetes (grupo controle)

O estudo prevé o numero de 77 pacientes diabéticos e 77 controles. O grupo de pacientes diabéticos sera
compostos por individuos acima de 18 anos, com diagnostico de diabetes tipo 1 estabelecido segundo a
Associacdo Americana de Diabetes atendidos no ambulatorio de endocrinologia do Ipsemg e por individuos
sem diagnosticos de diabetes que estejam colhendo sangue e/ou urina no Ipsemg. Entrardo em ambos os
grupos pacientes que aceitem participar do estudo e assinem o TCLE e que n&o possuam os critérios de
exclusao definidos no trabalho.

Os participantes ser&o avaliados através da coleta de dados clinicos (presencial e prontuario) e colher&o
amostras de sangue e urina. Apos a coleta, as amostras ser&o preparadas, aliquotadas e congeladas.
Para analise estatistica, os dados coletados seréo digitados no programa Excel. A analise estatistica sera
realizada utilizando o software PRISM. As variaveis discretas e continuas seréo descritas em media (desvio
padréo) ou taxa de prevaléncia (porcentagem); as variaveis categoricas seréo descritas por taxa de
prevaléncia. Diferencas entre variaveis discretas e continuas seréo avaliadas quanto a sua distribuicdo de
normalidade; para variaveis com distribuicdo normal, as diferencas seréo avaliadas através do teste T de
Student; no caso de variaveis com distribuicdo assimetrica sera executado o teste de Mann-Whitney. Para
dois ou mais grupos sera feito o teste de ANOVA (se distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallys (se distribuicéo
assimétrica). De acordo com o numero de pacientes, sera utilizado o teste do Qui-quadrado para avaliac&o
de diferencas entre variaveis categdricas. A significancia estatistica sera identificada quando a probabilidade
(valor de P) for inferior a 0.05. O estudo visa avaliar a utilidade de marcadores moleculares para o
estabelecimento de nefropatia diabética. Para tal, sera utilizado o valor da albuminuria (pele menos 2
amostras) como padr&o-ouro do diagnostico de nefropatia diabética e serdo comparados a sensibilidade,
especificidade e acuracia dos seguintes teste empregados: microRNA126, microRNA217 plasmaticos e
urinarios, cistatina C urinaria, beta2 microglobulina urinaria, KIM-1 urinario, NGAL urinario. Para a avaliac&o
de capacidade diagndstica seréo utilizadas a tabelas 2x2 e através destas, seréo construidas as curvas
ROC (Receiver Operating Characteristc Curve) onde seré avaliado o melhor ponto de corte para
diagnodstico para os marcadores (sozinhos ou

combinados).

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do trabalho € avaliar a acuracia do uso do microRNA-126 e microRNA-217 e do tamanho e
concentracéo de vesiculas extra-celulares como elementos de diagnostico ou associacdo a doenca renal do
diabetes. Se propde tambem a comparar e relacionar os resultados obtidos com marcadores classicos de
funcéo e de doenca renal, como albumina, creatinina e proteinas urinarias e creatinina, potassio e uréia
séricas, com marcadores alternativos de funcéo glomerular e tubular, como KIM-1, NGAL, cistatina C e
beta2-microglobulinas, e com marcadores metabdlicos e de estresse oxidativo, como hemoglobina glicada,
perfil lipidico, TAC e TOS no soro e plasma e acido urico urinario.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos envolvidos s&@o pequenos. O preenchimento do questionario podera ser cansativo ou trazer algum
desconforto psicologico. A realizac&o da coleta de sangue podera levar a complicacées como desconforto
da picada ou até formac&o de hematoma no local da puncao.

Sao colocados como beneficios do trabalho o maior conhecimento sobre o tema abordado e a obtencéao de
informacdes clinicas advindas dos exames propostos (marcadores de estresse oxidativo e marcadores
alternativos para doenca renal do diabetes), ainda que n&o mudem as condutas terapéuticas guiadas pelas
diretrizes nacionais e internacionais. Pelo seu carater exploratério, n&o ha a proposta de utilizac&o de
nenhum dos dados moleculares para qualquer tipo de orientacéo de conduta.

Considero que os heneficios descritos superam os riscos envolvidos.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto tem uma proposta interessante, uma vez que aborda o diagnéstico da doenga renal do diabetes. O
diabetes mellitus € uma causa importante de morbidade e mortalidade na populacdo mundial. E a doenca
renal do diabetes esta entre as principais complica¢des da doenca. Através de intervencdes precoces como
controle da glicemia, dos lipideos e da press&o arterial e o uso de medicamentos inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) ou blogueadores do receptor de angiotensina (BRA), & possivel evitar,
prevenir ou retardar a progresséo da nefropatia diabética. Atualmente, o rastreamento do comprometimento

renal no diabetes se faz através da

dosagem de microalbuminuria. Entretanto existem alguns fatores de interferéncia nesse diagndstico.

O projeto propde uma avaliacdo de outros métodos no diagnostico mais precoce da doenca renal do
diabetes, o que pode gerar beneficios para os pacientes diabéticos.

O TCLE esta bem escrito, claro, com linguagem simples e acessivel aos participantes do estudo e preenche
0s critérios estabelecidos pela resolucdo CNS 466/2012.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto contém os nomes e documentos dos pesquisadores, resumo e descri¢éo detalhada do trabalho,
objetivos e metodologia, riscos e beneficios, metodologia de analise estatistica, cronograma e orcamento da
pesquisa.

O TCLE esta bem escrito, claro, com linguagem simples e acessivel aos participantes do estudo e preenche
os critérios estabelecidos pela resolucdo CNS 466/2012.



Recomendacoes:

Sem recomendacdes adicionais.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Projeto aprovado do ponto de vista do Comité de Etica em Pesquisa do Ipsemg.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/07/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1589309.pdf 16:15:48
Projeto Detalhado / |projeto.pdf 09/07/2020 | SARA DE CASTRO Aceito
Brochura 16:15:08 |OLIVEIRA
Investigador
TCLE/ Termos de  |tcle.pdf 09/07/2020 |SARA DE CASTRO Aceito
Assentimento / 16:13:13 | OLIVEIRA
Justificativa de
Auséncia

Declaracéo de briorepositorio.pdf 09/07/2020 |SARA DE CASTRO Aceito

Manuseio Material 16:12:31 | OLIVEIRA

Biolégico /

Biorepositorio /

| Biobanco

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 09/07/2020 | SARA DE CASTRO Aceito
16:11:50 JOLIVEIRA

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&o

BELO HORIZONTE, 24 de Agosto de 2020

Assinado por:

ADIRSON MONTEIRO DE CASTRO

(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Marcadores Moleculares e de Estresse Oxidativo na Doenga Renal do Diabetes
Pesquisador: FABIO VASCONCELLOS COMIM

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 55001621.3.0000.5149

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Apresentacao do Projeto:

Segue a apresentacgédo do projeto:

"A doenga renal do diabetes (DRD) é uma das causas mais importantes de morbimortalidade precoce na
populagdo adulta. Acomete cerca de 20% dos pacientes com diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) até 33% dos
pacientes com diabete do tipo 1 (DM1). Por ser um distarbio prevalente e assintomatico até suas fases mais
avangadas, e que pode ser evitada ou ter o seu curso abrandado através de prevencgdo primaria e
secundaria, existe uma grande necessidade de que o rastreamento seja o mais precoce possivel.
Atualmente, o diagnéstico de DRD & baseado na excregdo aumentada de albumina na urina. Embora
amplamente validada, ela possui algumas limitagdes pois detecta a alteragdo em um momento que o néfron
ja possui algum tipo de leso iniciada. Além disto, o uso de microalbuminuria é prejudicado pela presencga de
fatores confundidores (hematuria/leucocituria). Outra limitagdo & a existéncia de casos que evoluem para
doenga renal cronica no diabetes a despeito de ndo apresentarem alteragao urinaria inicial. Neste sentido,
vem sendo realizado um esforgo na busca de marcadores alternativos e mais precoces de DRD.A proposta
do presente estudo é a de explorar o uso de marcadores no sangue e urina de pacientes com DM,
buscando associa-los ao diagndstico da DRD. Para reduzir a heterogeneidade neste estudo serdo
convidados a participar da avaliagéo pacientes com diagndstico de DM1 comparados a individuos sem DM e
controles sem diabetes que estejam em acompanhamento ambulatorial. Apds assinatura do TCLE, deverdo
realizar a coleta de dados clinicos e de amostras
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de sangue e urina. Serdo avaliados na urina e sangue a presenca de Micro-RNAs especificos em
exossomas (especialmente miRNA-126 e miRNA-217), além de marcadores de estresse oxidativo,
marcadores de doenga renal do diabetes tubulares (NGAL, KIM-1) e glomerulares (cistatina C e b-2
microglobulina), que serdo executados em laboratério parceiro na UFMG. A

possibilidade de obten¢io de um método mais acurado e de boa reprodutibilidade e que possa servir como
um marcador antes do desenvolvimento de albuminuria certamente servird como um novo auxilio para a
pratica clinica e para a pesquisa."

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos elencados no estudo sao os seguintes:

"Objetivo Primario:

GERAL - avaliar a acuracia do uso de micro-RNAs e de marcadores bioquimicos e de estresse oxidativo
como elemento de diagnoéstico ou de associacgdo a doenga renal do diabetes (DRD).

Objetivo Secundario:

ESPECIFICOS - comparar e relacionar os resultados obtidos com outras varidveis de interesse:
1)Marcadores padréo de funcao glomerular e tubular

« Afericdo de albumina, creatinina sérica e da razao albumina/creatinina urinarias

2) Marcadores alternativos de fungéao glomerular e tubular

* 1)NGAL, KIM-1, Cistatina C e Beta-2 Microglobulina

3) Marcadores metabolicos e de estresse oxidativo

« Hemoglobina glicada, glicemia de jejum, perfil lipidico sérico

« Acido Urico sérico e urinario

« Capacidade anti-oxidante total (TAC), Capacidade oxidante total (TOS) no soro e plasma.”

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Abaixo os riscos e beneficios listados pelos pesquisadores:

"Riscos:

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem: “1) no preenchimento deste questionario e coleta de dados,
que pode consumir tempo, mas nao costuma ser considerado como um risco de ordem fisica ou psicolégica;
2) na realizagao de coleta de sangue considerado um exame mais invasivo e que costuma produzir
desconforto pela picada produzida pela agulha havendo uma chance de complicagées como hematoma; 3)
coleta de urina que pode ser incomoda por ser feita dentro do hospital em recepiente pequeno.

Beneficios:

Esta pesquisa trard maior conhecimento sobre o tema abordado, com potencial beneficio para o
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grupo de pacientes com diabetes mellitus e individuos controles que porventura ndo saibam do diagnodstico
(acredita-se que 50% dos pacientes com DM n&do sdo diagnosticados precocemente, evoluindo com
complicagdes) . Todos os resultados dos exames e avaliagdo serdo comentados com os participantes
(pessoalmente ou por meio digital como email/ Whatsapp). Se houver alguma alteragdo clinica,
ofereceremos a oportunidade de encaminhamento pela rede publica."

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo que pretende explorar o uso de marcadores no sangue e urina de pacientes com
DM, buscando associa-los ao diagndstico da DRD. Para reduzir a heterogeneidade neste estudo serdo
convidados a participar da avaliagdo pacientes com diagnéstico de DM1 (n=77) e também de pacientes com
DM2 (n=77) com e sem DRD que serdo comparados conforme a presenca e a progressdo da DRD e
também a pareados a individuos controles sem diabetes mellitus (n=120) e individuos controle em terapia
de substituicdo renal, também sem diabetes mellitus (n=22) e que estejam em acompanhamento
ambulatorial. Apés assinatura do TCLE, devero realizar a coleta de dados clinicos e de amostras de
sangue e urina. Serdo avaliados na urina e sangue a presenca de Micro-RNAs especificos (especialmente
miRNA-126, miRNA-217, miRNA -192, miRNA -29a), além de marcadores tubulares (NGAL, KIM-1) e
glomerulares (cistatina C e b-2 microglobulina) de doenca renal do diabetes, e marcadores de estresse
oxidativo, que serdo executados em laboratério parceiro na UFMG.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

A andlise e parecer do projeto foi elaborada a partir dos seguintes documentos apresentados pelos

pesquisadores:

- Folha de rosto;

- TCUD;

- Carta de anuéncia do Servigo de Endocrinologia e Metabologia do HCUFMG;
- Parecer e aprovacgao do Dpto de Clinica Médica da FMUFMG;

- Termo de biorrepositério;

- TCLE - ajustado, conforme solicitagéo em diligéncia;

- TCLE para biorrepositdrio;

- Projeto brochura completo;

- Projeto na PB;

- Carta ao CEP, informando o atendimento aos pedidos na diligéncia;
- Carta de anuéncia do GEP do HCUFMG.



Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Pelo atendimento integral das diligéncias, somos S.M.J., favoraveis a aprovagao do projeto.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
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Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos

Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na

Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da

pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagdo relatérios parciais do

andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO _P 16/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1735091.pdf 00:08:37
Outros rtaCOEP1505.pdf 16/05/2022 |FABIO Aceito

00:08:13 |[VASCONCELLOS
COMIM
Outros TCLEmMirDMUFMGmMV3.pdf 15/05/2022 |FABIO Aceito
23:47:04 |[VASCONCELLOS
COMIM
TCLE / Termos de | TCLEBIORV.pdf 15/05/2022 |FABIO Aceito
Assentimento / 23:43:17 |VASCONCELLOS
Justificativa de COMIM
Auséncia
Outros GEP.pdf 15/05/2022 |FABIO Aceito
22:43:12 |VASCONCELLOS
COMIM
Outros TCUDDM.pdf 05/01/2022 [FABIO Aceito
11:53:20 |VASCONCELLOS
COMIM
Outros aprovdeptounidadefuncionalegep.pdf 16/12/2021 |FABIO Aceito
23:07:57 |[VASCONCELLOS
COMIM
Folha de Rosto dmfolharosto.pdf 29/10/2021 [FABIO Aceito
20:11:44 |VASCONCELLOS
COMIM
Declaracdo de anuenciaendomirDM.pdf 23/05/2021 |FABIO Aceito
concordancia 13:28:25 |VASCONCELLOS
COMIM
Declaragao de tbiorepmirDM.pdf 23/05/2021 |FABIO Aceito




Manuseio Material | tbiorepmirDM.pdf 12:52:52 [VASCONCELLOS Aceito
Bioldgico / COMIM

Biorepositério /

Biobanco

Projeto Detalhado / | projetomirDMUFMG.pdf 23/05/2021 |FABIO Aceito
Brochura 12:45:43 |VASCONCELLOS
Investigador COMIM

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

BELO HORIZONTE, 31 de Agosto de 2022

Assinado por:

Crissia Carem Paiva Fontainha

(Coordenador(a))

97



