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RESUMO 

 

A Doença Renal do Diabetes (DRD) é uma causa importante de morbimortalidade na 

população adulta com Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1). O desenvolvimento da DRD é 

complexo e multifatorial, sendo associado a desarranjos metabólicos (controle de 

glicose e lipídios), aumento no estado inflamatório e estresse oxidativo, ativação da 

cascata renina-angiotensina-aldosterona e outras anormalidades hemodinâmicas 

(hipo ou hiperglomerular filtração). Mais recentemente, o papel dos microRNAs 

transportados por vesículas extracelulares (EVs) ou circulando livremente no sangue 

tem sido sugerido como um novo possível mecanismo de estabelecimento da DRD. 

Novos marcadores têm sido explorados porque uma parte dos pacientes com DRD 

evolui com perda de função renal apesar de não apresentar perda de albumina 

urinaria. Nosso estudo explorou a associação de anormalidades em vesículas 

extracelulares (EVs) e marcadores de estresse oxidativo em três grupos distintos de 

pacientes ambulatoriais: controles normais, DM1 sem DRD e com DRD. Para este 

estudo, aprovado pelo comitê de ética, controles e DM1 foram recrutados nos 

ambulatórios de Diabetes do IPSEMG e/ou no Hospital das Clínicas da UFMG. No 

total, 124 participantes, 61 controles normais, 42 DM1 (sem DRD) e 21 DRD definidos 

de acordo com as diretrizes KDIGO foram incluídos. Os dados clínicos (antropometria, 

pressão arterial, presença ou não de complicações micro e macrovasculares no caso 

de diabetes, uso de medicamentos) e bioquímicos (glicemia, provas de função renal, 

aferição de medida albumina/creatinina, perfil lipídico) foram obtidos desses grupos. 

O isolamento e caracterização de EVs a partir do soro foram obtidos através de uma 

série de processos, incluindo a ultracentrifugação e a caracterização de EVs foi 

identificada por marcadores proteicos específicos por western blot, com a morfologia 

verificada por Microscópio Eletrônico de Varredura (FEI Tecnai 20; emissão LAB6; 

200 kV). O tamanho e a concentração de partículas de EVs foram determinados pelo 

instrumento NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, Reino Unido). O Status Oxidante 

Total (TOS), Capacidade Antioxidante Total (TAC), Produtos de Oxidação Avançada 

de Proteínas (AOPP), FRAP (Poder Antioxidante Redutor Férrico), Ácido Úrico, e os 

níveis de Aloxano foram determinados no soro.  Como um todo, os três grupos 

(controle + DM1 + DM1 DRD) foram semelhantes quanto à idade (média ± DP) de 

40.3 ± 13.7 anos, IMC de 25.8 ± 5.1 Kg/m2 e Circunferência Abdominal de 89.6 ± 12.3 
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cm. A razão 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 indivíduos com DRD 

apresentaram maior pressão arterial sistólica (PAS) e uma proporção aumentada de 

retinopatia e neuropatia do que DM1, mas os níveis de HbA1c foram semelhantes 

entre os dois grupos de diabetes (DM1 e DM1+DRD). Pacientes com DRD 

apresentam uma Razão TOS/TAC aumentada (mmol H2O2 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 Razão TOS/TAC aumentada em relação aos Controles. Nenhuma 

modificação em AOPP ou FRAP pôde ser observada entre os três grupos. Houve uma 

diminuição gradual no tamanho dos EVs (mas não na concentração) em pacientes 

com DRD em comparação 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 135,4 ± 3,6 nm em DRD (ANOVA p = 0,04). A 

concentração foi (média ± SE) 4,57 x109 ± 5,57 x108 partículas/mL em Controles, 3,58 

x109 ± 2,9 x108 partículas/mL em DM1 e 3,94 x109 ± 3,7 x108 partículas/mL em DRD 

(NS). Nossos resultados sugerem uma associação entre aumento do estresse 

oxidativo (razão TOS/TAC) e redução do tamanho de microvesículas na presença de 

DM1 e DRD.  

Palavras-chave: doença renal do diabetes; estresse oxidativo vesículas 

extracelulares. 
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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, 
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being its (median [95%CI]) of 4.0 [3.9-5.14] mg/g in Controls, 6.4[5.5-10.0]mg/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 H2O2 Equiv/L /mmol 

Trolox Equiv/L) (ANOVA p<0.001) superior to T1DM 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, T1DM 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 T1DM, and 135.4  3.6nm in DKD (ANOVA p=0.04). The concentration was (mean 

 SE) 4.57 x109  5.57 x108 particles/mL in Controls, 3.58 x109  2.9 x108 

particles/mL in T1DM and 3.94 x109  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, Classificação e Epidemiologia  

 

1.1.1 Conceito 

 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença crônica, caracterizada pelo 

metabolismo anormal de carboidratos e hiperglicemia, decorrente da deficiência de 

insulina ou resistência à sua ação. Trata-se uma condição multifatorial, complexa e 

com apresentação clínica heterogênea (TUOMILEHTO et al., 2001), (AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION, 2014), (SELVIN et al., 2007). 

 

1.1.2 Classificação  

 O DM pode ser categorizado em:  

1) DM tipo1 (DM1), causado pela destruição autoimune das células 

beta, resultando na deficiência absoluta de insulina;  

2) DM tipo 2 (DM2), causado pela resistência à insulina e perda 

progressiva da célula beta;  

3) DM Gestacional, que se caracteriza pela hiperglicemia 

diagnosticada durante a gestação;   

4) Tipos específicos de DM: DM monogênico, doenças do pâncreas 

exócrino, DM induzido por drogas (glicocorticoides, tratamento para HIV, entre 

outros) ;  

Ver tabela 1 

 

Tabela 1- Classificação do Diabetes Mellitus 

Diabetes Mellitus tipo1  

• Imunomediado  

• Não imunomediado  
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Diabetes Mellitus Tipo 2  

Diabetes Gestacional  

Outros tipos: defeitos monogênicos das funções 

da célula beta, defeitos monogênicos na ação da 

insulina, deficiência do pâncreas exócrino entre outros 

 

Fonte: Adaptado de 3 Standars of Care in Diabetes 3 2023.  

 

O DM1 e DM2 são doenças heterogêneas nas quais as apresentações clínicas 

e progressão podem variar consideravelmente, de forma que pode haver dificuldade 

para se definir o tipo de DM ao diagnóstico. Idade < 35 anos, perda de peso não 

intencional e ausência de obesidade, cetoacidose e hiperglicemia grave são mais 

sugestivas de DM1 (HOLT et al., 2021b). 

O DM1 representa um  transtorno autoimune que afeta indivíduos após o 

primeiro ano de vida até a idade adulta. Diversos genes influenciam seu 

desenvolvimento, incluindo genes encontrados no sistema HLA (antígeno leucocitário 

humano); O papel dos genes não-HLA no desenvolvimento do DM1 foi definido em 

estudos recentes (HOLT, 2021). 

 

1.1.3 Epidemiologia 

 

O DM  afeta 537 milhões de pessoas entre 20-79 anos em todo o mundo. Dados 

do International Diabetes Federation (IDF) estimam que 2030 e 2045, 643 milhões e 

783 milhões de adultos terão diabetes. Noventa e oito por cento dos casos de DM são 

classificados como DM2.  (MAGLIANO; BOYKO; IDF DIABETES ATLAS 10TH 

EDITION SCIENTIFIC COMMITTEE, 2021). 

 

A prevalência 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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prevalência pode variar entre as populações. Os países com maiores taxas de 

prevalência de DM2 são Paquistão (30,8%), Polinésia Francesa (25.2%) e Kuwait 

(24,9%) (MAGLIANO, 2021).  

 

Dados do Vigitel Brasil 2021, mostram que das 27 cidades avaliadas, a 

frequência 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 prevalência aumentou 

consideravelmente com a idade e diminuiu com o nível de escolaridade (DA SILVA et 

al., 2021). 

 

A incidência de DM1 varia com idade e sexo. Maiores taxas de incidência foram 

relatadas na Finlândia e na Sardenha. Nos Estados Unidos, a taxa anual de incidência 

de DM1 em crianças e adolescentes é de 22,3 por 100 mil pessoas, com diferença 

entre etnias. Em brancos a incidência é de 27,3 por 100 mil, em negros, 20,8 e 

hispânicos, 16,3 (DIVERS et al., 2020). A idade de apresentação do DM1 na infância 

tem um pico bimodal, um entre 4 e 6 anos de idade e um segundo pico no início da 

puberdade (10-14 anos) (MAGLIANO; BOYKO; IDF DIABETES ATLAS 10TH 

EDITION SCIENTIFIC COMMITTEE, 2021). 

 

A prevalência de DM1 vem aumentando nos últimos anos. Um estudo mostrou 

que entre pacientes com 19 anos ou menos, a prevalência dessa condição 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 elevação absoluta 

foi observada entre brancos não hispânicos e negros não hispânicos (DE BOER, 

2011). 

 

1.2 Complicações do DM  

 

A hiperglicemia crônica causada pelo diabetes pode resultar em diversas 

complicações associadas a elevadas morbimortalidade e elevação dos custos de 

saúde.  
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As complicações do DM são  classificadas em microvasculares e 

macrovasculares e serão discutidas a seguir. 

  

1.2.1 Complicações macrovasculares 

 

1.2.1.1 Aspectos gerais das complicações macrovasculares 

 

Doença cardiovascular é a principal causa de morte em pacientes com 

diabetes.  Essas complicações são secundárias à doença aterosclerótica, que 

acomete principalmente as artérias que suprem o miocárdio, cérebro e extremidades 

inferiores(NESTO, 2001). 

 DM e intolerância à glicose aumentam o risco de doença cardiovascular em 

três a oito vezes, de forma que 40% dos pacientes hospitalizados por infarto agudo 

do miocárdio (IAM) tem DM e 35% têm intolerância à glicose (NESTO, 1988), 

(HAFFNER et al., 1998). 

Após 20 a 40 anos de doença, 33% das pessoas que vivem com DM (PVDM) 

apresentam doença miocárdica sintomática ou assintomática (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 súbita (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 história 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 doença cerebrovascular. O 

estudo Framingham demonstrou um aumento da morbimortalidade por doença 

cerebrovascular em PVDM (NESTO, 2001). PVDM tem aproximadamente o dobro de 

risco de acidente vascular cerebral (AVC) em comparação 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 Finlandês, 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 isquêmico, 

mas não para AVC hemorrágico (TUOMILEHTO, 1996).  

 

1.2.1.1 Fisiopatogenia das complicações macrovasculares  

 

Múltiplos fatores contribuem para a patogênese da aterosclerose, incluindo 

disfunção endotelial, dislipidemia, inflamação e fatores imunológicos, ruptura da placa 

e tabagismo. 

O endotélio forma uma interface biológica ativa entre a fluxo de sangue e outros 

tecidos. Disfunção da vasodilatação endotelial é o passo inicial na aterosclerose e 

acredita-se que seja casusada pela redução do óxido nítrico (ON) endotelial (KITTA 

et al., 2009).  

Disfunção endotelial está associada a muitos fatores de risco tradicionais para 

aterosclerose, incluindo dislipidemia, DM, hipertensão arterial e tabagismo. Ela é 

particularmente induzida por partículas de LDL oxidada.  

A inflamação tem um papel chave na patogênese da aterosclerose (PAOLETTI; 

GOTTO; HAJJAR, 2004),(WEBER; NOELS, 2011). Macrófagos que fagocitam LDL 

oxidada liberam uma variedade de substâncias inflamatórias, citocinas e fatores de 

crescimento (BERLINER, J. A. et al., 1995), (STEINBERG; WITZTUM, 2010a). Dentre 

as moléculas implicadas na inflamação , podemos citar: moléculas de adesão 

intracelular, ligante CD40, interleucinas (principalmente IL-1, IL-6, IL-8) e fator de 

necrose tumoral alfa.(WYKRETOWICZ et al., 2004).  

Anormalidades lipídicas são importantes no desenvolvimento da placa 

aterosclerótica (GORDON et al., 1977). Os macrófagos fagocitam a LDL oxidada 

(formando as células espumosas) e se acumulam na placa aterosclerótica. A oxidação 

do LDL facilita a captação de macrófagos via receptores (entre eles, CD36, também 

chamado receptor B) e o acúmulo acelerado de colesterol (PODREZ et al., 2000). A 

captação de LDL pelo macrófago pode ser uma resposta adaptativa inicial, que 
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impede a lesão endotelial induzida pelo LDL. Entretanto, o acúmulo de colesterol nas 

células espumosas leva a disfunção mitocondrial, apoptose e necrose com 

consequente liberação de proteases celulares, citocinas inflamatórias e moléculas 

pró-trombóticas(TABAS, 2002). Muitas evidências se acumularam nos últimos 50 

anos demonstrando que a redução do LDL colesterol pode reduzir eventos 

cardiovasculares (SILVERMAN et al., 2016), (SABATINE et al., 2017).  

 

Figura 1- Participação das espécies reativas de oxigênio na fisiopatologia da 

aterosclerose 

 

 Fonte: adaptado de Leopold, 2008. 

 

 

1.2.2 Complicações Microvasculares  

 

1.2.2.1 Aspectos gerais das complicações microvasculares 

 

As complicações microvasculares causadas pelo DM são retinopatia, 

nefropatia e neuropatia diabética.  
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O DM é a principal causa de cegueira e doença renal terminal no mundo. Mais 

de 60% das PVDM  são afetadas pelas polineuropatia simétrica distal, 

mononeuropatias e neuropatia autonômica que resultam em disfunção erétil, 

incontinência urinária, gastroparesia e diarreia noturna. Doença arterial periférica, 

associada  à neuropatia de membros inferiores são responsáveis por cerca de 50% 

das amputações não traumáticas de membros inferiores (DCCT RESEARCH GROUP 

et al., 1993). 

 

1.2.2.2 Fisiopatogenia das complicações microvasculares  

 

A hiperglicemia crônica resulta em estreitamento e eventual oclusão do lúmem 

vascular, causando perfusão tecidual prejudicada, isquemia e disfunção do tecido 

afetado. Vários processos contribuem para a oclusão microvascular, como detalhado 

a seguir. 

Em pacientes com DM, as células de diferentes tecidos são expostas a 

hiperglicemia crônica, sendo as células endoteliais as mais afetadas. Essas células 

são incapazes de reduzir o influxo de glicose em reposta à sobrecarga, resultando em 

um alto fluxo celular de glicose  e geração de mediadores patogênicos que contribuem 

para o desenvolvimento das complicações do diabetes (KAISER,1993). Figuras 2,3 e 

4 (RALPH DE FRONZO, 2015). 

A alteração mais precoce na doença é o aumento da permeabilidade capilar, 

permitindo o extravasamento de proteínas plasmáticas que se acumulam na parede 

dos vasos. Em adição, a matriz extracelular elaborada pelas células perivasculares, 

como os pericitos (retina) e células mesangiais (glomérulos), é aumentada devido a 

alterações na síntese e renovação de suas proteínas 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, mesângio e musculo liso das arteríolas 

também contribuem para espessamento da parede dos vasos. Por último, o aumento 
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da coagubilidade sanguínea e adesão de plaquetas e leucócitos à superfície endotelial 

levam à formação de microtrombos e oclusão luminal (SUGAHARA et al., 2021). 

 O estreitamento progressivo dos vasos da microvasculatura são 

acompanhadas por perda de células microvasculares. Na retina, o diabetes induz 

apoptose das células de Müller, pericitos e células endoteliais. No glomérulo, a 

oclusão vascular disseminada e declínio da função renal são associadas a perda de 

podócitos. Na vasa nervorum dos nervos ocorre degeneração de células endoteliais 

e pericitos. Aumento da apoptose de células da retina, glomérulos e neurônios 

periféricos é 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 complicações microvasculares do diabetes, a doença renal é que 

mais impacta na qualidade de vida dos pacientes e nos custos com saúde. A maior 

parte do excesso de mortalidade associado ao DM1 e ao DM2 está associada à 

doença renal crônica (DRC) (GROOPM, 2009), (AFKARIAN, 2013).  

 

Figura 2- Fisiopatologia da Doença Renal do Diabetes  

 

Fonte: adaptado de Joshi, 2020. 
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Figura 3- Fisiopatologia da Retinopatia Diabética 

 

Fonte: modificado de Joshi, 2020. 

 

Figura 4- Fisiopatologia da Neuropatia Diabética 

 

Fonte: modificado de Joshi, 2020. 

 

 1.2.2.3 Doença renal do diabetes  

 



25 
 

O DM é a principal causa de doença renal crônica (DRC) e doença renal 

terminal (DRT) em todo o mundo (THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016a). 

Cerca de metade das PVDM2 e um terço das pessoas que vivem com DM1 

(PVDM1) irão  desenvolver doença renal. Considera-se como doença renal do 

diabetes (DRD) uma redução da taxa de filtração glomerular (TFG), um aumento da 

relação albumina/creatinina ou ambos (THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016b). A 

prevalência de doença renal associada ao diabetes está em elevação devido ao 

aumento da incidência de Diabetes Mellitus Tipo 1 e Tipo 2 e ao aumento da 

expectativa de vida dos pacientes com doença renal (DE BOER; FOR THE 

DCCT/EDIC RESEARCH GROUP, 2014) 

A DRD foi descrita inicialmente como uma patologia que progredia de 

albuminúria moderadamente aumentada  (30-300 mg/g de creatinina) para 

albuminúria gravemente aumentada (>300 mg/g de creatinina) e então para a perda 

de função renal. Entretanto, esse paradigma não se mostra verdadeiro, já que nem 

todos os pacientes com proteinúria evoluem com perda da função renal e nem todo 

paciente com perda de função renal exibe albuminúria (THOMAS; COOPER; 

ZIMMET, 2016a). 

No UKPDS, dos 28% dos pacientes que desenvolveram perda da função renal,  

cerca de metade não apresentava albuminúria prévia (TSAI et al., 2016). Já no 

DCCT/EDIC, apenas 34% dos indivíduos que desenvolveram redução TFG tinham 

albuminúria gravemente aumentada e 27% apresentavam albuminúria 

moderadamente aumentada. O estudo NHANES III mostrou que  20%  dos indivíduos 

com DM tinham doença renal avançada na ausência de albuminúria. (MOLITCH et al., 

2010). 

Dessa forma, marcadores outros, que não a albuminúria, são necessários para 

o rastreamento e acompanhamento da DRD. 

A diferença na prevalência da DRC entre DM1 e DM2 decorre do fato do DM1 

ocorrer em pacientes mais jovens e com menos comorbidades (doença vascular, 

obesidade) em relação aos pacientes com DM2 (DE BOER, 2011).  
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A coexistência de outros fatores que possam predispor a DRC em pacientes 

com DM2, faz com que o DM1 reflita melhor a doença renal atribuída ao diabetes que 

o DM2 (THOMAS et al., 2015a). 

Muitos pacientes com DM e DRC não irão desenvolver doença renal terminal, 

pois irão falecer de outras causas, principalmente doenças cardiovasculares. Ainda 

assim, a DRC associada ao DM é a principal causa isolada de doença renal terminal 

e hemodiálise (THOMAS et al., 2015a). 

Ao diagnóstico de DM1, até metade dos pacientes vão apresentar um aumento 

transitório 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 terço dos pacientes. Esse estado de 

hiperfiltração prolongada foi associado a progressão para nefropatia em alguns 

estudos (MOGENSEN; ANDERSEN, 1975). 

Fatores que foram associados ao desenvolvimento de albuminúria  incluem 

duração do diabetes, história familiar positiva para DRD,  sexo masculino, etnia (afro-

americanos e hispânicos), controle glicêmico inadequado, aumento da pressão 

arterial, presença de retinopatia e tabagismo. (PAVKOV et al., 2006), (TUTTLE, 

Katherine R. et al., 2022). Assim, tanto fatores metabólicos quanto fatores 

hemodinâmicos contribuem para o desenvolvimento da DRD. Nas fases mais 

precoces da DRD, a hiperglicemia é o principal determinante para o acometimento 

renal e, estágios mais tardios, a hipertensão arterial é o principal fator de declínio da 

função (KROLEWSKI et al., 1985).      

 

1.2.2.3.1Fisiopatologia da doença renal do diabetes  

 

A patogênese da DRD é multifatorial. Quase todos as PVDM1  desenvolvem 

algum grau de retinopatia diabética, enquanto apenas um terço desenvolve doença 

renal. Fatores individuais, metabólicos, estresse oxidativo, fatores hemodinâmicos, 

hiperperfusão e hipoperfusão e ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona 

podem, em associação à hiperglicemia,  resultar no desenvolvimento da doença renal 

(MOGENSEN; ANDERSEN, 1975),(PICHLER et al., 2017), (HOJS et al., 2016). 
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Alterações glomerulares  

Apesar da importância do endotélio vascular nas complicações 

microvasculares, muitos investigadores propõem que as alterações precoces nos 

glomérulos renais são críticas para o subsequente desenvolvimento de 

glomeruloesclerose e perda de néfrons (Figura 5). Dentre essas mudanças, a mais 

importante é a disfunção dos podócitos. Juntamente com as células endoteliais 

glomerulares, os podócitos são responsáveis pela manutenção da membrana basal 

glomerular, sua barreira de carga e a forma e a integridade da alça capilar glomerular. 

Todas essas funções estão comprometidas no glomérulo do paciente com DRD. A 

hiperglicemia induz mudanças adaptativas nos podócitos, incluindo rearranjo do 

citoesqueleto, desdiferenciação celular, apoptose e autofagia, manifestados por 

retração e achatamento (apagamento podocitário), motilidade reduzida e hipertrofia 

glomerular. Esses dados colocam os podócitos,e mais particularmente a 

desregulação do seu crescimento e diferenciação, no centro da patogênese da DRD. 

Alguns estudos sugerem que a medida da densidade podocitária pode ser um preditor 

útil para DRD e sua progressão. (HARINDHANAVUDHI et al., 2015) 

Uma das mais características alterações glomerulares no diabetes é o 

espessamento da membrana basal glomerular (MBG). O espessamento do MBG está 

presente em quase todos os pacientes com diabetes após alguns anos de diagnóstico,  

embora alterações mais pronunciadas só sejam observadas em pacientes com DRD 

(KOLÁR, 1977). Mudanças na composição, carga e arquitetura da MBG estão 

associadas ao seu espessamento e podem contribuir para a albuminúria. (LEWKO; 

STEPINSKI, 2009). As células mesangiais também são substancialmente alteradas 

pelo diabetes, sofrendo proliferação, hipertrofia e aumento de produção de proteínas 

da matriz. Esses mudanças levam a algumas das características estruturais únicas da 

glomerulopatia diabética, incluindo expansão mensagial e mesangiólise e, finalmente 

glomeruloesclerose.(QIAN et al., 2008). 

A hiperfiltração, definida com TFG acima de 120 a 140 ml/min/1.73M², decorre 

de uma resposta adaptativa aos distúrbios da hemodinâmica glomerular que ocorrem 

precocemente no curso da DRD, especialmente no DM1.  
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O aumento da carga de glicose no túbulo proximal resulta em maior reabsorção 

de glicose, juntamente com o sódio e outros solutos. Como consequência, a entrega 

de sódio para a mácula densa no túbulo contorcido distal  é reduzida e o feedback 

túbulo-glomerular é ativado, levando a aumento da pressão intraglomerular e 

hiperfiltração (VALLON et al., 2013).  

É controverso se a hiperfiltração tem um papel causal ou preditor no 

desenvolvimento da albuminúria. Em um estudo com 426 indivíduos  com DM1 e 15 

anos de segmento, 24% dos participantes desenvolveram hiperfiltração glomerular. 

Entretanto ,  esta não se correlacionou com o  desenvolvimento de albuminúria. 

(FICOCIELLO et al., 2009) 

 

Alterações tubulares 

Hiperglicemia crônica resulta em atrofia das células tubulares. Fibrose 

tubulointersticial é considerada a via comum final para a perda da função renal do 

diabetes. Acredita-se que o prognóstico da DRD possa se correlacionar melhor com 

a fibrose túbulo-intersticial do que com as mudanças glomerulares precoces (BOHLE 

et al., 1990). 

 

Figura 5- Esquema representativo da Doença Renal do Diabetes  

Fonte: adaptado de Thomas, 2015. 
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1.2.2.3.2 Estadiamento da doença renal  

 

O estadiamento mais aceito para a doença renal crônica é o proposto pela 

KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes), que combina estágios de 

perda de função renal baseados na TFG e na excreção urinária de albumina, 

utilizando os dois parâmetros de forma complementar (Tabela 2). 

Tabela 2- Estadiamento da doença renal crônica 

 

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

 

1.3 Inflamação e Estresse Oxidativo 
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1.3.1 Sistemas oxidantes 

 

O estresse oxidativo decorre de um desequilíbrio entre a geração de compostos 

oxidantes e atuação dos sistemas de defesa antioxidante (FERREIRA, A.L.A.; 

MATSUBARA, 1997a). 

 

Radicais livres são moléculas cujos átomos possuem um número ímpar de 

elétrons em sua última camada eletrônica (MANSO, 1989), (RIBEIRO, 1989). Este 

fato torna essas moléculas altamente reativas e capazes de captar elétrons de 

proteínas, lipídios e ácidos nucleicos que compõem a célula, para recuperar o número 

de par de elétrons. Isso resulta numa reação 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 geração de radicais livres é um processo contínuo e fisiológico decorrente de 

funções biológicas importantes. Durante os processos metabólicos, esses radicais 

funcionam como mediadores para a transferência de elétrons em várias reações 

bioquímicas. Sua produção em proporções adequadas, possibilita a geração de ATP, 

por meio da cadeia transportadora de elétrons, entre outras funções. A mitocôndria é 

a principal fonte geradora de radicais livres (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 

1997a).                

De forma crônica, o estresse oxidativo tem implicação relevante na patogênese 

de diversas doenças não transmissíveis, como aterosclerose, diabetes, obesidade, 

transtornos neurodegenerativos e câncer (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).  A 

oxidação (perda de elétrons) ou redução (ganho de elétrons) de uma molécula resulta 

em alterações de suas características. (BARBOSA et al., 2010a).  

Os organismos aeróbicos metabolizam 85 a 90% do oxigênio (O2) consumido-

o na mitocôndria, por meio da cascata transportadora de elétrons. A redução do O2 

gera os radicais superóxido, hidroxila (OH) e peróxido de hidrogênio (H202). O H202, 

apesar de não ser um radical livre, por ter um elétron desemparelhado na sua última 

camada eletrônica, é uma espécie com alto potencial reativo. Por participar da 

geração de OH tem ação deletéria potencial, uma vez que que este último se constitui 
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o mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer estrutura celular que se 

encontre próxima. Diferente dos radicais livres, o H2O2 tem meia vida longa e é capaz 

de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente tóxica para 

as células. Sua toxicidade pode ser aumentada na presença no íon ferro (FERREIRA, 

A.L.A.; MATSUBARA, 1997b). 

O Superóxido, além de participar da geração de OH pode, por meio da reação 

com o radical livre óxido nítrico, gerar a espécie reativa de nitrogênio, peroxinitrito 

(ONOO) (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004). 

Os íons Ferro e Cobre são muito ativos em reações de óxido-redução, o que 

os capacita como potenciais catalisadores de reações de formação de radicais livres 

(BARBOSA et al., 2010b).  

Quantidades excessivas de espécies reativas de oxigênio resultam em 

oxidação em vários tecidos e moléculas como, DNA, proteínas, carboidratos e lipídios. 

(KASHIHARA et al., 2010). 

A membrana celular é um dos componentes celulares mais atingido pelos 

radicais livres devido a peroxidação lipídica, com impacto na sua estrutura e 

permeabilidade,  podendo acarretar sua apoptose. (MELLO FILHO; HOFFMANN; 

MENEGHINI, 1984). 

Em mamíferos, fontes potenciais de espécies reativas de oxigênio incluem a 

cadeia respiratória,  a xantina oxidase, os NADH/NADPH oxidases, o óxido nítrico 

sintase e outras hemoproteínas.  

É possível medir no plasma e outros fluidos corporais moléculas oxidantes e 

Status Oxidante Total (TOS).  

 

1.3.2 Sistema antioxidantes 

 

Para limitar os níveis intracelulares de radicais livres e danos causados pelas 

espécies reativas de oxigênio, existem mecanismos de defesa antioxidantes 

(FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997b). 
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Os antioxidantes são definidos como qualquer substância que, presente em 

menor concentração que as do substrato oxidável, seja capaz de atrasar ou inibir a 

oxidação deste de maneira eficaz. Estes elementos têm a capacidade de doar um de 

seus elétrons aos radicais livres e ainda continuarem estáveis. Tais substâncias 

podem agir diretamente, neutralizando a ação dos radicais livres e espécies não 

radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimáticos com tal capacidade. 

É possível avaliar a capacidade antioxidante total (TAC) no plasma e outros fluidos 

corporais (MELLO FILHO; HOFFMANN; MENEGHINI, 1984) 

O sistema de defesa antioxidante é divido em sistemas enzimático e não 

enzimático.  

Os antioxidantes enzimáticos encontram-se espalhados por todo o organismo, 

tanto no meio intracelular como no meio extracelular. O sistema de defesa enzimático 

inclui as enzimas Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa 

Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevenção, 

impedindo e/ou controlando a formação de radicais livres e espécies não-radicais, 

envolvidos com a iniciação das reações em cadeia que culminam com propagação e 

amplificação do processo e, consequentemente, com a ocorrência de danos 

oxidativos (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997b), (HE et al., 2017). 

Entre as defesas antioxidantes não enzimáticas destacam-se a glutationa , 

beta-caroteno, alfa-tocoferol e tocotrienol, o ácido ascórbico, o ácido lipóico, os 

carotenoides, os flavonoides, os curcuminóides entre outros (WOAONCIEJ; 

MILEWSKA; ROSZKOWSKA-JAKIMIEC, 2016).  

 

1.3.3 Mensuração do estado oxidativo e antioxidativo 

 

Diferentes métodos permitem estimar a capacidade oxidante e antioxidante em 

diferentes fluidos e tecidos corporais.  

A peroxidação de lipídios pode ser mensurada por marcadores como o 

malonaldeído, MDA, e o 4-hidroxinonenal, HNE, entre outas; a de proteínas pode ser 

mensurada pelas carbonilas de proteínas; a de ácidos nucléicos pela quantificação de 
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bases oxidadas do DNA; e de carboidratos pode ser medida pelos produtos de 

glicosilação.  

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 

aferição do TOS é a de estimar ao mesmo tempo o estado oxidativo de uma amostra 

biológica, independente do mecanismo de base, incluindo marcadores de difícil 

mensuração isolados. 

 

1.3.3.2 Produtos Avançados de Oxidação Proteica (AOPPs)  

 

Os AOPPs são oriundos de oxidantes que levam a formação de moléculas 

contendo ditirosina (COLOMBO et al., 2012). Tanto as ações do ácido hipocloroso 

(HOCl) (WITKO-SARSAT et al., 1996) ou a reação de Fenton, envolvendo o ferro e 

peróxido de hidrogênio (BOCHI et al., 2014) vão levar ao aumento de AOPP. Os 

AOPPs são decorrentes da oxidação da albumina, lipoproteínas e fibrinogênio 

(PIWOWAR,2010). A maioria dos AOPPs são formados pelo aumento da 

mieloperoxidase (MPO) de neutrófilos ativados que vão promover a inflamação e mais 

geração espécies reativas de oxigênio (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 administração de AOPPs levou a ativação 

de citocinas,  como MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) e fator de crescimento 

transformador β (TFG-β), e maior inflamação, culminando na presença de albuminúria 

(SHI et al., 2008). A aferição da AOPP ocorre através da incubação do plasma com 

iodeto de potássio, acido cítrico em uma placa calibrada com cloramina sendo os 

produtos mensurados por absorbância 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 avaliação da capacidade 

de produção ou correção de espécies reativas, pois envolve vias enzimáticas e não 

enzimáticas (SILEVSTRINI et al.,2023). Via de regra, o método baseia-se na 

capacidade do soro ou fluido em impedir a oxidação.  A TAC é definida na formação 

do radical cátion ABTS•+ [2,2’-azino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfonato)], indicando a 

remoção das especíes reativas de oxigênio pela amostra de soro (BARTOSZ, 2003). 

 

1.3.3.4 Capacidade de Redução do Ferro no Plasma (FRAP) 

 

 O FRAP estima, junto com o TAC, a capacidade antioxidante, independente 

de origem enzimática ou não-enzimática, endógena ou exógena (RICEEVANS,2000; 

KUSANO; FERRARI, 2008). O FRAP é baseado na transformação da tripiridiltriazina 

(Fe3+  TPTZ) na forma ferrosa (Fe2+  TPTZ) na presença de antioxidantes em pH 

reduzido (PRIOR & CAO, 1999). Em termos práticos, o FRAP é identificado através 

da redução dos íons férricos em ferrosos após a inserção de material biológico 

(plasma, urina ou outros fluidos) que tenha capacidade oxirredutora, detectado por 

método colorimétrico em espectrofotômetro (RICEEVANS,2000; STALIKAS et al., 

2007). 

 

1.4 Estresse oxidativo e doença renal  

 

As contribuições do estresse oxidativo para a progressão da doença renal e 

subsequente perda da função renal vem sendo extensivamente estudadas. As 

espécies reativas de oxigênio têm um papel importante na regulação fisiológica dos 

rins, o que torna estes órgãos especialmente vulneráveis ao desequilíbrio redox e 

estresse oxidativo (HIMMELFARB, 2005). Formação de espécies reativas de oxigênio 

podem acontecer no córtex ou na medula renal e levam a diversas consequências, 

que vão desde alteração do fluxo renal, a inflamação e mudanças fibróticas (POPOLO 
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et al., 2013). Existem muitas evidências de aumento dos marcadores de estresse 

oxidativo com deterioração da função renal.  Essas alterações já podem ser 

observadas em estágios iniciais da doença renal (TBAHRITI et al., 2013a).  Dados 

mostram aumento de marcadores do estresse oxidativo como superóxido mitocondrial 

e LDL oxidado (NISTALA; WHALEY-CONNELL; SOWERS, 2008) e  homocisteína 

(CHIEN et al., 2015), assim como deficiência de superóxido desmutase (SOD) 

(GARCIA-BELLO et al., 2014) e GSH (glutationa) (KOTUR-STEVULJEVIĆ et al., 

2013) associados com a progressão da doença renal.  

Esses achados não implicam necessariamente num papel causal do estresse 

oxidativo na perda da função renal (TBAHRITI et al., 2013b). Entretanto, existem 

alguns estudos pré-clínicos mostrando evidência mecanística para um papel causal 

do aumento do estresse oxidativo na progressão da doença renal. O mais estudado é 

o papel do estresse oxidativo na DRD (KASHIHARA et al., 2010). 

Nesse contexto específico, o aumento do estresse decorre de múltiplos 

mecanismos, incluindo disfunção mitocondrial, aumento da atividade NOX 

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase), desacoplamento da eNOS 

(óxido nítrico sintase endotelial) e deficiência de mecanismos antioxidantes, tanto 

enzimáticos como não enzimáticos(POPOLO et al., 2013), (FORBES; COUGHLAN; 

COOPER, 2008), (GALVAN; GREEN; DANESH, 2017).  

A disfunção mitocondrial é um denominador comum a várias vias patológicas 

que decorrem do estresse oxidativo.  

Existem quatro complexos proteicos na cadeia transportadora de elétrons da 

mitocôndria, chamadas complexo I, II, III e IV. Quando a glicose é metabolizada 

através do ciclo do ácido tricarboxílico, ela gera moléculas doadoras de elétrons, o 

NADH e o FADH2. Na cascata de fosforilação oxidativa, o NADH doa elétrons para o 

complexo I e o FADH2 doa elétrons para o complexo II. Esses elétrons são 

transferidos para a coenzima Q e, daí para o complexo III, citocromo-c, complexo IV 

e finalmente para o oxigênio com a formação de água. A cadeia transportadora de 

elétrons é organizada de forma a controlar precisamente a síntese de ATP. À medida 

que ocorre o transporte de elétrons, alguma energia desses elétrons é utilizada para 

impulsionar os prótons através das membranas nos complexos I, III e IV. Isso gera um 

potencial através da membrana mitocondrial. A energia desse potencial leva à síntese 
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de ATP. Isso é o que acontece em uma célula normal (LESTIENNE; BATAILLÉ, 1994). 

Nas células de PVDM, o alto influxo de glicose, resulta em  mais glicose sendo oxidada 

no ciclo tricarboxílico, o que gera mais moléculas doadoras de elétrons (NADH e 

FADH2), na cadeia transportadora de elétrons. Como resultado, o potencial de 

membrana gerado na mitocôndria aumenta até um limiar crítico ser atingido. Nesse 

momento, a transferência de elétrons dentro do complexo III é bloqueado, causando 

um retorno para a coenzima Q que passa a doar mais elétrons para o oxigênio, 

gerando o superóxido. Um estudo em camundongos que inibiu a produção de 

superóxido usando abordagem transgênica (superóxido desmutase) impediu o 

desenvolvimento e nefropatia diabética em camundongos com diabetes 

db/db(DERUBERTIS et al., 2004). 

A produção do superóxido resulta em dano na cadeia do DNA. Isso acarreta a 

ativação 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 

glicólide. Como resultadp, há inibição da via glicolítica. (THOMAS et al., 2015b). 

Ao bloquear a via glicolítica, há acúmulo de metabólitos intermediários da 

glicólise. O acúmulo de gliceraldeído-3-fosfato ativa as vias PKC e produtos de 

glicosilação avançada. O acúmulo 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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Fonte: adaptado de (THOMAS et al., 2015c) 

 

1.5 Vesículas extracelulares (EVs)  

 

As vesículas extracelulares são pequenas partículas secretadas por 

praticamente  todas as células.  Inicialmente, acreditava-se que essas partículas 

tinham como função desprezar material indesejado pela célula. Entretanto, ficou claro 

nas últimas décadas, que as VEs apresentam papel primordial na comunicação entre 

as células. Elas são capazes de transportar proteínas, lipídio e material genético 

(especialmente microRNAs) de uma célula para outra. (WATERS; BASSLER, 2005). 

As vesículas extracelulares podem ser classificadas em: 

Figura 6- O papel central das espécies reativas de oxigênio nas complicações 
do diabetes
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a) Microvesículas, que são produzidas pelo brotamento e fissura da 

membrana plasmática; 

b) Exossomos, que são formados dentro da rede endossomal e são 

liberados pela fusão de corpos multivesiculares com a membrana plasmática; 

c) Corpos apoptóticos liberados como bolhas de células em 

apoptose 

 

 

Figura 7- Biogênese e liberação de Vesículas Extracelulares 

 

Fonte: adaptada de Yáñez-Mó, 2015. 

A caracterização dos exossomos, microvesículas e corpos apoptóticos é feita 

a partir das diferenças em seus tamanhos, biogêneses, composições e funções 

(Tabela 3). 
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Tabela 3 - Comparação entre os diferentes tipos de vesículas extracelulares 

 

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

 

As EVs são liberadas por quase todos os tipos de células em condições 

fisiológicas e patológicas e podem ser encontradas em praticamente todos os líquidos 

corporais (plasma, urina, liquido seminal, lágrima, saliva, líquor, leite, líquido sinovial, 

entre outros) e todos os órgãos sólidos (YÁÑEZ‐MÓ et al., 2015).  

A heterogeneidade é uma característica importante das EVs. Um mesmo tipo 

de célula exposta a diferentes estímulos pode liberar vesículas com diferentes 

componentes. Da mesma forma, células diferentes submetidas a um mesmo estímulo, 

irão liberar EVs diferentes. Antígenos altamente específicos da superfície das EVs 

podem ser usados para identificar a origem celular. Fontes de EVs diferem entre 

indivíduos saudáveis e em diferentes estados patológicos (CAVALCANTI; SILVA 

FILHO; QUEIROZ, 2021). 
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2. OBJETIVOS                       
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2.1 Objetivos primários   

 

• Comparar  marcadores de estresse oxidativo (TOS, TAC, FRAP, 

AAOP) entre pessoas que vivem sem DM, PVDM1 sem DRD e com DRD. 

 

• Comparar a concentração e o tamanho de EVs séricas entre 

pessoas que vivem sem DM, PVDM1 sem DRD e com DRD. 

 

 

2.2 Objetivos secundários  

 

• Avaliar  possíveis associações 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.  

• Avaliar possíveis associações entre estresse oxidativo ou EVs com 

variáveis clínicas (PAS, PAD, CA, IMC) entre pessoas que vivem sem DM, 

PVDM1 sem DRD e com DRD. 

• Avaliar o uso do Aloxano sérico como possível marcador para 

DRD. 

• Avaliar a coexistência de outras complicações (RD, ND) entre 

PVDM1 com e sem DRD e sua associação com marcadores de estresse 

oxidativo e EVs. 
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                3.0 METODOLOGIA  
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3.1 Desenho do estudo e considerações éticas  

 

Trata-se de um estudo observacional, transversal analítico, com inclusão 

consecutiva de pacientes, realizado no serviço de endocrinologia da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG) em parceria com Instituto de Previdência dos 

Servidores do Estado de Minas Gerais (IPSEMG). O projeto foi aprovado pelo Comitê 

de Ética das duas instituições. Pareceres: O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

das duas instituições. 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 inclusão 

 

3.2.1.1 Pessoas que vivem com DM1 

 

Foram selecionados as pessoas  em acompanhamento no serviço de 

endocrinologia da UMFG e do IPSEMG, sendo incluídos indivíduos de ambos os 

sexos, idade acima de 18 anos, com qualquer tempo ou estágio da doença renal do 

diabetes (mesmo pacientes em terapia de substituição renal). O diagnóstico de DM foi 

estabelecido conforme os critérios da ADA (American Diabetes Association, 2024), 

disposto na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Critérios diagnósticos para DM em adultos não grávidos 

HbA1C ≥ 6.5%; usar método certificado pelo NGSP 

OU 

Glicemia de jejum ≥126 mg%; considera-se jejum ausência de 

ingestão calórica por pelo menos 8 horas 

OU 

Glicemia pós 75g de dextrosol ≥ 200 mg% 

OU 

Sintomas clássicos de hiperglicemia com glicemia aleatória ≥ 200 

mg% 

 

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

Foi considerado diagnóstico de DM1 pessoas com DM e pelo menos um 

autoanticorpo (Anti-GAD, Anti-Ia2) positivo em tratamento com esquema intensivo 

basal-bolus.  

 

3.2.1.2 Pessoas que vivem com DM1 e doença renal 

 

O diagnóstico de doença renal do diabetes foi estabelecido conforme os 

critérios do KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes). (ROSSING et al., 

2022): 

- Presença de albuminúria (razão albumina/creatinina ≥ 30 mg/g), e/ou 

- Redução da taxa de filtração glomerular (< 60 ml/min/1,73m²).  

A taxa de filtração glomerular foi estimada pela fórmula CKD-EPI (chronic 

kidney disease epidemiology collaboration), conforme preconizado pelo KDIGO 

(ROSSING et al., 2022). 
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3.2.1.2 Controles 

 

Foram incluídos: 

1) Pacientes da instituição (IPSEMG) sem DM que compareceram 

ao laboratório para coleta de exames de rotina ambulatorial. 

2)  Funcionários do IPSEMG sem DM, que compareceram ao 

laboratório para coleta de sorologia para COVID 19, em levantamento 

epidemiológico realizado pela instituição entre janeiro e fevereiro de 2021.  

 

3.2.2 Critérios de exclusão  

 

Foram excluídos da seleção PVDM e controles com comorbidades que 

influenciassem a avaliação de doença renal e/ ou nos marcadores renais, tais como 

lúpus eritematoso sistêmico, mieloma múltiplo, tuberculose, hepatite B/C, doenças 

consumptivas, além de doenças especificas do trato urinário (rins policísticos, 

glomerulonefrites, infecção trato urinário recorrente, urolitíase obstrutiva, neoplasias, 

rim único). Também foram excluídos pacientes em uso de medicações crônicas como 

imunossupressores ou que tivessem sido submetidos a transplantes. 

  

3.2.3 Avaliação clínica  

 

Todos os participantes que não possuíam critérios de exclusão e que aceitaram 

entrar no estudo assinando o TCLE foram avaliados através da coleta de dados 

clínicos (prontuário e presencial) e coleta de amostras (sangue e urina). Foram obtidas 

as seguintes informações dos participantes : 

 

3.2.3.1 Dados de identificação (para ambos os grupos) 
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a) nome; b) data de nascimento; c) gênero; d) etnia (autodeclarada); e) dados 

de contato; 

3.2.3.2 Anamnese dirigida  

 

Grupo PVDM: a) data do diagnóstico de DM1; b) história de comorbidades - 

presença de outras doenças (HAS, dislipidemia) incluindo as autoimunes 

(hipotireoidismo primário, insuficiência gonadal, vitiligo); c) história de tabagismo; d) 

existência de outras complicações do DM (retinopatia, neuropatia, doença 

macrovascular); e) medicações em uso . 

Grupo Controle: a) história de comorbidades -presença de outras doenças 

(HAS, dislipidemia) incluindo as autoimunes (hipotireoidismo primário, insuficiência 

gonadal, vitiligo); b) história de tabagismo; c) medicações em uso;  

 

3.2.3.3 Dados de prontuário 

  

Foram avaliados os registros de prontuário on line para avaliação de doenças 

macro e microvasculares definidas pelas diretrizes da Sociedade Brasileira de 

Diabetes (SBD) 2019. Da mesma forma, foram utilizadas informações do prontuário 

do paciente sobre exames realizados entre 6 e 12 meses pelos pacientes. 

 

3.2.3.4 Exame Físico Dirigido 

 

a) peso (aferido em gramas por balança digital ou mecânica calibrada e 

aprovada pelo Inmetro); b) altura (aferido em centímetros por estadiômetro); c) 

circunferência abdominal (em centímetros, obtida com ajuda de fita métrica); d) 

pressão arterial (aferida por esfigmomanômetro digital aprovado pelo Inmetro). 

 

3.2.3.5 Exames realizados  
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Na ocasião da avaliação 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 frações; 

d) relação albumina/creatinina urinária; 

e) marcadores de estresse oxidativo e metabólicos no plasma/soro:  TOS, TAC, 

FRAP, AAOP.  

 f) avaliação da concentração e do tamanho de EVs no plasma;  

 

3.2.3.6 Processamento de amostras de pacientes e controles 

 

Logística 

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). Após 

centrifugação a 4000 rpm por 10 minutos, estas amostras foram aliquotadas e 

estocadas a -70 oC. As amostras foram utilizadas para mensuração dos parâmetros 

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 

mensurações (creatinina, glicemia, colesterol, trigliceridios) foram executadas por 

método enzimático, de acordo com as recomendações dos fabricantes. Os níveis 

plasmáticos de AOPP foram estabelecidos pelo método colorimétrico conforme 

descrito por Hanasand et al (2012) (HANASAND et al., 2012). A avaliação do FRAP 

foi baseada no método descrito por Benzie e Strain (BENZIE; STRAIN, 1996).  

 

Isolamento das Vesículas Extracelulares  
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As amostras de soro sanguíneo (1000ul) e urina (2000ul) foram submetidas 

centrifugações sequenciais de 300xg por 10 minutos, 2000xg por 10 minutos e 

16500xg por 30 minutos, para retirada de células, debris celulares e microvesículas, 

respectivamente no momento da coleta e anteriormente ao congelamento a -80ºC. 

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 diluído em 1XPBS livre de Ca e Mg para 

posteriores análises. 

 

Caracterização do isolamento das EVsículas extracelulares pequenas 

Para caracterização, as EVs pequenas foram analisadas quanto ao tamanho e 

concentração por Nanotracking analysis pelo equipamento Nanosight (NS300; NTA 

3.1 Build 3.1.45; Malvern) da FZEA, Universidade de São Paulo, em Pirassununga,SP. 

Quanto ao tamanho e morfologia por Microscopia Eletrônica de transmissão pelo 

equipamento FEI 200kV; modelo Tecnai 20; emissor LAB6, para tanto o pellet foi 

diluído em solução fixadora (0,1M de Cacodilato; 2,5% Glutaraldeído; 4% de 

paraformoldeído; pH 7,2 - 7,4) durante duas horas para ser novamente 

ultracentrifugado e ressuspendido em 20 uL de água ultrapura mili-Q. Por fim, as EVs 

pequenas foram analisas quanto a presença de proteína específica ALIX, CD63 e 

proteína CD9 como pelo controle negativo a proteína Citocromo C por Western Blot. 

 

3.3 Cálculo amostral 

 

O presente estudo se baseia em uma amostra de conveniência e previu o 

número de 77 indivíduos com DM1 e 77 controles para o estudo transversal, 

estabelecido através de cálculo de amostra (erro amostral 5%, nível de confiança 

95%, percentual máximo 30% prevalência para 100 pacientes com DM1 atendidos). 

 

3.3 Análise estatística 
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Os dados foram coletados e digitados no programa Excel (Microsoft, EUA). A 

análise estatística foi realizada utilizando o software PRISM (Graphpad Software Inc, 

San Diego, EUA). Todas as variáveis discretas e contínuas foram descritas em média 

(desvio padrão) ou taxa de prevalência (por cento); já as variáveis categóricas foram 

descritas por taxa de prevalência (por cento). Diferenças entre variáveis discretas e 

contínuas em dois grupos foram avaliadas quanto a sua distribuição de normalidade; 

para variáveis com distribuição normal, as diferenças foram avaliadas através do teste 

T de Student; no caso de variáveis com distribuição assimétrica foi executado o teste 

de Mann-Whitney. Para dois ou mais grupos foi feito o teste de ANOVA (se distribuição 

normal) ou Kruskal-Wallys (se distribuição assimétrica). Foi utilizado o teste de Qui-

quadrado para avaliação de diferenças entre variáveis categóricas. A significância 

estatística foi identificada quando a probabilidade (valor de P) for inferior a 0.05. O 

estudo visou avaliar a acurácia dos marcadores moleculares para o estabelecimento 

de nefropatia diabética. Para tal, foi utilizado o valor de albuminúria como padrão-ouro 

do diagnóstico de nefropatia diabética, empregados isolados e associados a outros 

marcadores bioquímicos.  
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4. RESULTADOS 
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4.1 Características clínicas e metabólicas da população estudada  

 

Foram incluídos no total 124 participantes , 61 no grupo controle, 42 no grupo  

DM1 sem DRD e 21 no grupo DM1 com DRD.  

Os dados clínicos estratificados estão descritos na Tabela 5. Os três grupos 

foram semelhantes quanto à 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/m², e a circunferência 

abdominal média foi 89.6   12.3 cm. 

O grupo DM1 com DRD apresentou níveis mais elevados de pressão arterial 

sistólica (PAS) em relação aos pacientes com DM1 sem DRD e controles. Em relação 

à pressão arterial diastólica (PAD), o grupo DM1 com DRD apresentou níveis mais 

elevados em relação ao controle, mas semelhante em relação ao grupo DM1 sem 

DRD (Tabela 5).  

A proporção sexo feminino e masculino foi semelhante nos grupos DM1 com e 

sem DRD, mas, no grupo controle, houve uma desproporção entre homens e 

mulheres.   

Não houve diferença na taxa de tabagismo entre os três grupos. Das 63 PVDM, 

trinta e três por cento (21 pacientes) apresentam DRD.  

Como esperado, o grupo DM1 com DRD teve mais complicações 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 - Características clínicas e laboratoriais dos participantes do estudo 

 Controle  * 
(n=61) 

DM1* 
(n=42) 

DM1+DRD  
** 

(n=21) 

p 

Idade  (anos ) 38.0 [36.0-
44.0] 

44.0[36.7-
47.6] 

36.0 [36.1-
48.4] 

0.78 

IMC  (kg/m2) 26 [25.4-
27.9] 

24.4[24.0-
26.7] 

23.6 [20.4-
26.9] 

0.12 

CA (cm) 91.3 ± 13.1 86.2 ± 11.3 91.1 ± 10.9 0.13 
PAS  (mmHg) 110 [108-

114] a 
110 [113-120] a 130 [122-

136] b 
<0.001 

PAD  (mmHg) 70 [68.9-
73.6] a 

70 [72.0-77.2] 
ab 

80 [73.4 -
84.1] b 

0.014 

H/M (7/54) a (13/29) b (7/14) b 0.02 # 
Tabagismo (%) 8.1 7.0 0 1.0# 
Tempo de diabetes 
(anos) 

NA  16.2 ± 13.8 22.4 ± 7.6  0.06 

Complicações 
microvasculares do DM 
       Retinopatia  (%) 
       Neuropatia  (%)  

 

NA 
NA 

 
30.0a 

22.5a 

 
52.3b 

47.6b 

 
0.02 
0.02 

CKD-EPI 
(ml/min/1.73m2) 

95.0[85.2-
95.2] ac 

101 [96.2-
108.0] b 

65.0 [45.2 -
82.3] c 

0.001 

Razão albumina-
creatinina (mg/g) 

4.0 [3.9-5.14] 
a 

6.4[5.5-10.0] b 81.4 [48.5 -
1415] c 

<0.001 

Creatinina (mg/dl) 0.80[0.78- 
0.87] a 

0.75[0.70- 
0.80] a 

0.98 [1.2- 
3.9] b 

<0.001 

Glicose (mg/dl) 91 [92.5-106] 
a 

171[145-189] b 181 [162 -
219] b 

<0.001 

HbA1c (%) ND 8.17 ± 1.72 8.43 ± 1.67 0.26 
Colesterol total (mg/dl) 218 ± 46.1a 181 ± 48.2b 199 ± 62.8a 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 ± 34.1a 91.8 ± 35.2b 119 ± 32.7ab 0.01 
Triglicerideos (mg/dl) 107 [110-

156]  
83[72.8-197]  68 [30.3 -

133]  
0.35 

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

(*) Refere-se a KDIGO G1A1 ou G2A1 e razão albumina/creatinina< 30 mg/g. (***) 

Refere-se a todas outras categorias de TFG do KADIGO (exceto G1A1 ou G2A1) e/ou 

razão albumina/creatinina > 30 mg/g. (CA)= circunferência abdominal; (H)= homem; 

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

Equation; (TGF)= taxa de filtração glomerular; (NA) =não aplicável; (ND)=não 

disponível. Teste Kruskal-Wallis usado para análise de dados assimétricos e ANOVA 

One-Way para variáveis de distribuição normal. O Teste Exato de Fisher (#) foi usado 
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para variáveis categóricas. dTeste T de Student.   P foi significante se <0.05; letras 

diferentes significam diferenças entre dois ou mais grupos. Pós teste usado para 

ANOVA: Tukey; Pós 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 relação aos 

outros dois grupos. Os níveis 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 níveis mais elevados de albuminúria em 

relação aos outros grupos. 

Os valores de glicemia foram semelhantes entre os grupos DM1 com e sem 

DRD, que foram maiores que o grupo controle. Não houve diferença nos níveis de 

HbA1C entre os grupos com DM1.  

Os níveis 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 relação 

ao grupo DM1 sem DRD e semelhante ao grupo DRD com DRD. Os níveis de 

triglicérides foram semelhantes entre os três grupos. 

  

4.2 Parâmetros do Estresse Oxidativo e Inflamação (TOS, TAC, FRAP, 

AOPP, PCR)   

O TOS apresentou uma tendência de elevação 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 

 

Fonte: confecção própria  

Em relação à TAC, esta mostrou-se diferente entre os três 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 relação aos grupos com DM1. (Figura 9) 

 

Figura 9- TAC nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle 

 

Fonte: confecção própria 

A Razão TOS/TAC (índice de estresse oxidativo), um importante marcador do 

estado geral oxidativo, também identificou diferenças entre os três grupos: a maior 
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razão foi observada entre os pacientes DM1+DRD, seguido dos pacientes DM1 sem 

DRD em relação a controles (Figura 10). 

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

controle 

 

Fonte: confecção própria 

 

Não foram observadas diferenças nos níveis de AOPP, FRAP e da razão 

aloxano/ácido úrico entre os três grupos (Figuras 11, 12, 13).  

 

Figura 11- AOPP nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle 
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Fonte: confecção própria 

 

Figura 12- FRAP nos pacientes com DM1 com e sem DRD e controle 

 

Fonte: confecção própria 

 

Figura 13- Razão aloxano/ácido úrico nos pacientes com DM1 com e sem DRD 

e controle 

 

 

Fonte: confecção própria 
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4.3 Vesículas Extracelulares  

 

As mensurações das EVs mostraram não haver diferenças em suas 

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

14).  

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

controle 

                                                    : 

Fonte: confecção própria 

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

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

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

controle 

 

 

 

 

 

 

Fonte: confecção própria                                                                           
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          5. DISCUSSÃO  
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O presente estudo teve como objetivos principais avaliar os parâmetros de 

estresse oxidativo (TOS, TAC, AAOP, FRAP) e mensuração da concentração e 

tamanho das EVs entre três grupos de participantes DM1 com DRD, DM1 sem DRD 

e controles.  

Um terço dos participantes  com DM1 apresentaram critérios para DRD, que foi 

definida por TFG < 60 ml/min/1.73² e/ou presença razão albumina/creatinina ≥ 30 

mg/g(THOMAS; COOPER; ZIMMET, 2016b).  Da mesma forma, metade dos 

participantes  com DRD apresentaram também retinopatia diabética. Esses dados 

estão de acordo com a literatura que demonstra coexistência de retinopatia diabética 

e nefropatia diabética albuminúrica 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 comparação aos grupos controle de DM1 com DRD. Tal fato pode 

representar a fase de hiperfiltração de uma nefropatia incipiente nesse grupo, ainda 

não manifestada por presença de albuminúria. Uma elevação 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 três grupos foram homogêneos em relação às suas características 

clínicas (incluindo tabagismo), exceto por níveis pressóricos mais elevados no grupo 

DM1 com DRD. 

O grupo com DRD apresentou níveis mais elevados de pressão arterial sistólica 

em relação ao grupo controle e sem DRD.  A pressão arterial é um importante fator 

na patogênese e progressão da DRD. Similar aos efeitos da hiperglicemia, existe uma 

correlação linear entre pressão arterial e desfechos renais (KU et al., 2016). 

Os valores de glicemia e hemoglobina glicada não diferiram entre os grupos de 

pacientes com e sem DRD. Sabe-se  que o controle glicêmico gera  impacto no risco 

de aparecimento e progressão da DRD (STRATTON et al., 2000), e que a redução 

dos níveis de HbA1C a valores <7% foram associados à reversão da hiperfiltração, 

regressão da albuminúria e menor risco de desenvolvimento de DRC estagio 3 

(TUTTLE, K. R. et al., 1991). Por se tratar de um estudo transversal, o controle 

glicêmico foi documentado em apenas um momento, não sendo possível inferir o 

controle glicêmico dos pacientes ao longo da evolução da doença. Ausência de 
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diferença no controle glicêmico entre os grupo com e sem DRD demonstra que a 

hiperglicemia não foi um fator de confusão na dosagem dos marcadores de estresse 

oxidativo e das EVs. 

 O tempo de diabetes aumenta a chance de evolução para DRD (PERKINS et 

al., 2003), (DE BOER et al., 2014); em nosso estudo, houve uma tendência 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 doença renal 

do diabetes é o desequilíbrio do estado redox. Em relação aos parâmetros de estresse 

oxidativo, foi observado em nosso estudo: a) tendência, embora não significativa, de 

aumento do TOS, no grupo de pacientes com DM1 e DRD; b) redução significativa da 

TAC nos grupos de pacientes com DM1, especialmente no grupo DM1+DRD;  c) maior 

razão TOS/TAC (índice de estresse oxidativo) nos pacientes DM1+DRD, seguido dos 

pacientes DM1 sem DRD em relação a controles.   

Em relação a estes marcadores, os resultados na literatura são heterogêneos, 

tanto no DM2 quanto no DM1 com e sem complicações. 

Sabe-se que pacientes DM2 recém-diagnosticados podem apresentar aumento 

do TOS, associado a adiposidade e controle glicêmico, mas sem, contudo, exibir 

diferenças 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 relação TOS/TAC 

em comparação aos grupos DM2 sem DRD e controle. Não houve diferença na TAC. 

(ASLAN, 2007). Diferente de nosso estudo, não houve diferença nesses parâmetros 

entre os grupos DM sem DRD e controles.  

O estudo realizado por Khalili, avaliou 400 participantes (controles, DM2 sem 

complicações, DM2 com retinopatia dibética e DM2 com neuropatia diabética) quanto 

ao TOS, TAC e relação TOS/TAC. Foi observado elevação do TOS e redução da TAC 

na neuropatia, mas não na retinopatia diabética. (KHALILI et al., 2022).  
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Saygili avaliou parâmtros de estresse oxidativos em pacientes com catarata 

senil com e sem DM. Foi observado maior TOS e maior relação TOS/TAC no grupo 

de participantes com DM. (SAYGILI et al., 2010). 

Já em pessoas vivendo com DM1, as evidências de desbalanço da relação 

TOS/TAC parece variar de acordo com o tipo de estudo.  

Dados de indivíduos da Coorte Golden Years (PVDM1 por mais de 50 anos  

com baixa prevalência de complicações), não mostrou diferença na TAC entre PVDM1 

normoalbuminúricos, com microalbuminúria ou macroalbuminúria. (PRIOR et al., 

2011). 

No estudo de Darenskaya, que envolveu 89 PVDM1 com DRD e 39 controles, 

foi observado que a redução da TAC foi mais associada ao desenvolvimento inicial da 

DRD, perdendo associação a medida que a DRD se tornava 

estabelecida.(DARENSKAYA et al., 2022) 

 Ambos resultados em PVDM1 contrastam com a nossa casuística, onde a TAC 

foi significativamente reduzida nos pacientes com DM1 com e sem DRD.  

Embora o grande marcador de doença glomerular seja a presença e o aumento 

dos níveis de albuminúria urinaria, cerca de   7 a 24%  dos pacientes com DM1 e TFG 

< 60 ml/min/1.73², são normoalbuminúricos (THORN et al., 2015). A progressão da 

DRD parece ser mais lenta em PVDM normalbuminúricas (MOLITCH, Mark E. et al., 

2010).  Observamos em nosso estudo 6 PVDM1  com DRD sem microalbuminuria, e 

que também mantiveram uma relação TOS/TAC elevada, sugerindo uma utilidade 

potencial para este marcador. 

 

As EVs participam da etiologia de diversas doenças autoimunes, incluindo 

DM1. Foi demonstrado que células das ilhotas pancreáticas podem liberar exossomos 

com autoantígenos da célula beta em exossomos (glutamato descarboxilase- GAD; 

antígeno ilhota- Ia2 e pró-insulina. Aumento dos níveis de citocinas induz estresse do 

retículo endosplasmático das células beta, resultando em aumento da secreção de 

exossomos, estabelecendo o ciclo vicioso (CIANCIARUSO et al., 2017). 
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A contagem de EVs na circulação 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 prevalência de doença renal) ; observou-se através do estudo por citometria 

de fluxo, que os valores de EVs endoteliais isoladas por cromatografia de exclusão e 

(caracterizadas pela marcação ao anticorpo com marcação do epítopo αvβ3 da 

molécula de integrina) encontrava-se elevados, assim como as EVs  plaquetárias, 

marcadas por GPIIbIIIa e a contagem total de EVs (CTM) identificadas pelo anticorpo 

anexina V.  A CTM foi maior em DM1 versus DM2. Neste estudo não foi avaliado o 

tamanho das EVs, e a quantidade destas no plasma foi bem abaixo do habitualmente 

descrito.  

Um estudo em indivíduos com DM2, foi observado um aumento de EVs 

derivadas de plaquetas em paciente com doença aterosclerótica estabelecida. (TAN 

et al., 2005). 

Jung avaliou EVs em PVDM2 sem complicações e complicações micro e 

macrovasculares. Nesse estudo, houve um aumento na concentração de EVs 

indivíduos com complicações macrovasculares. (JUNG et al., 2011). 

Já na metanálise de Li (LI, 2016) que envolveu somente pessoas vivendo com 

DM2, foi evidenciado um aumento do número de EVs em relação aos controles. Neste 

estudo foram identificados viés de publicação; Uma das explicações possíveis para o 

aumento da concetração de EVs seria a elevação de glicemia ou o aumento da taxa 

de apoptose celular. Altas concentrações e glicose podem induzir um aumento de três 

vezes na liberação de exossomos pelas células endoteliais(BURGER et al., 2017). 

Em PVDM1, normotensos e normoalbuminêmicos, não foram encontradas 

diferenças entre a concentração ou tamanho de EVs urinarias analisados por 

Nanotracking; todavia, foi possível estimar um aumento da concentração de VEs de 

origem podocitária através da citometria de fluxo (LYTVYN et al., 2017). 

Ogata demonstrou um  aumento da concentração das  EVs derivadas de 

monócitos em PVDM2 e retinopatia diabética (OGATA et al., 2006).  
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Omoto avaliou EVs em indivíduos com DM2 e complicações microvasculares. 

Foi observado um aumento de EVs de origem de monócitos 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 patológicos 

que contribuem para as complicações do diabetes e podem servir como potenciais 

biomarcadores para o diagnóstico e prognóstico de complicações vasculares e 

avaliação de resposta aos tratamentos.  

Ainda não há estudos sobre o padrão de tamanho e concentração de Evs 

séricas em pacientes com DM1 sem ND e em diferentes estágios da doença.  

Em nosso estudo, não observamos diferença na concentração de EVs entre os 

grupos estudados. Tal fato pode ser decorrente de diferentes metodologias para a 

extração 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 dispersão dos dados de concentração de EVs no grupo 

controle. Esse achado pode ser justificado pela heterogeneidade de participantes 

desse grupo, que foi composto por indivíduos saudáveis (que participavam com 

inquérito epidemiológico) e indivíduos com outras comorbidades que não o diabetes 

e doença renal que compareceram ao laboratório para coleta de material biológico.  

Nosso estudo mostrou uma redução no tamanho das EVs nos pacientes com 

DM1 e DRD em relação a pacientes com DM1 sem doença renal. Não encontramos 

na literatura estudos sobre tamanho de EVs séricas em pacientes com DM1 e  DRD.  

As alterações das EVs, por sua vez, precisam ser melhor entendidas através do seu 

papel na expressão de microRNAs. 

Estudos apontam o aumento do acido úrico como um dos fatores  associados 

ao desenvolvimento de microalbuminúria e progressão 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 ações do excesso de ureia 
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circulantes  poderia aumentar a pressão arterial e a dislipidemia que são fatores de 

risco para DRD (JIANG et al., 2023). A redução da hiperuricemia em pacientes com 

DM1  sem proteinúria 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 m2 

por  ano (95% IC, 0.55-3.03)(p = 0.005) (KIMURA et al., 2018) .Estes resultados 

satisfatórios em pacientes com DRD inicial  foram  complementados pelo estudo PERL 

em que o tratamento da hiperuricemia com alopurinol  na DRD com microlbuminúria  

moderada não foi capaz de modificar os desfechos de perda de função renal (DORIA 

et al., 2020). Sabe-se que a oxidação do ácido úrico pode levar a um aumento dos 

precursores de aloxano endógeno. A molécula do aloxano é habitualmente 

empregada dentro dos modelos experimentais de diabetes e de doença renal do 

diabetes, baseado em ações dependentes da formação de espécies reativas de 

oxigênio (LENZEN, 2008) Em um estudos com crianças com DM1, os níveis de 

aloxano encontravam-se mais elevados que em controles saudáveis 

(MROZIKIEWICZ et al., 1994). Não foram aventadas hipóteses para a explicação 

desse achado.  Talvez pela sua instabilidade fisiológica, poucos estudos clínicos com 

aloxano tenham sido realizados, mas a possibilidade de seu papel no estabelecimento 

da DRD é bastante plausível.  

Nosso estudo apresentou algumas limitações. Como principal, citamos o 

desenho transversal, que permite a associação, mas impede a avaliação   de riscos. 

As amostras para análise das EVs foram coletadas em jejum em alguns 

participantes e no período pós-prandial em outros,  o que pode ter contribuído para 

maior dispersão de resultados pois o estado pós-prandial pode influenciar na 

concentração de VEs(MØRK et al., 2016), (MØRK et al., 2018).  

Como pontos fortes do estudo destacamos, a caracterização da população 

estudada de pacientes com DM1, do ponto de vista etiológico (presença de ou não de 

auto-anticorpos), clinico (tempo de doença e HBA1c), e de indivíduos em diferentes 

estágios da DRD, incluindo aqueles em fase inicial pré-clinica e na fase final de terapia 

de substituição renal.  

Apesar  da avaliação dos controles ter sido realizada em um único momento, 

dados dos  participantes foram adjudicados (coleta de glicemia, funçao renal, perfil 
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lipídico e avaliação de peso, altura, CA  e PA) baseados em informações de prontuario 

. 

Por fim, o isolamento e detalhamento das EVs seguiu as mais rigorosas 

técnicas de validação. Todos os experimentos foram realizados de maneira cega sem 

identificação de pacientes ou de grupos. 

O uso da relação TOS/TAC para avaliação do estresse oxidativo, por incluir 

todos os mecanismos pró- e anti-oxidantes circulantes, sumarizou eficazmente o staus 

redox dos participantes demonstrando sua alteração durante o estágio de 

desenvolvimento da DRD. 
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          6. CONSIDERAÇÕES 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 relação TOS/TAC. Nosso 

estudo demonstrou, em pacientes com DM1, que a relação TOS/TAC encontra-se 

aumentada em pacientes com doença renal, sugerindo um papel do estresse oxidativo 

no desenvolvimento dessa complicação.  

O interesse pelo estudo das EVs tem crescido muito nas últimas décadas e 

cada vez mais tem se constatado a sua importância como marcador de diversas 

patologias. A formação de EVs parece responder de forma específica a estímulos 

gerados por diversas doenças, de forma a alterar a sua concentração e tamanho.  

Nosso estudo demonstrou uma redução do tamanho das EVs em PVDM1 e doença 

renal, achado ainda não descrito na literatura.  
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