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Resumo

Introducéo: A doenca renal diabética € uma das complicacdes do diabetes mellitus e é
caracterizada pela perda da funcdo renal e proteinaria progressivas. A hiperglicemia
cronica e acdo da angiotensina Il promovem o estresse oxidativo no poddcito, afetando
sua arquitetura e funcédo. A menor ativacdo do eixo renoprotetor composto pela enzima
conversora de angiontensina 2/angiotensina (1-7)/receptor Mas e o direcionamento para
0 eixo composto pela enzima conversora de angiotensina/angiotensina Il/receptor de
angiotensina 1 causa o0 aumento de espécies reativas de oxigénio através da modulagéo
da NADPH oxidase 4 e, assim, a reorganizacao do citoesqueleto dessas células através
do aumento do influxo de célcio intracelular pelo canal catibnico potencial de receptor
transitorio, subfamilia C, membro 6. A terapia convencional baseada em mudanga nos
habitos de vida e em medicacdes apresenta a capacidade de retardar e reduzir a
progressdo da doenca, porém sdo necessarias abordagens complementares que visem
a reparacao das estruturas danificadas. Nesse sentido, a terapia com células-tronco
mesenquimais se configura como uma estratégia para a restauracdo da funcéo renal
prejudicada. Objetivos: Avaliar o potencial terapéutico da terapia convencional em
associacao a células-tronco mesenquimais para retardar a progressao da doenca renal
diabética. Métodos: Utilizamos no modelo murino pré-clinico de diabetes tipo 2 e doenca
renal diabética BTBRY° em diferentes condigdes experimentais nas quais testamos a
terapia convencional utilizada na clinica (sendo essa abordagem tanto medicamentosa,
com inibidor do cotransportador de sédio e glicose 2, quanto na mudanca dos habitos de
vida, representada pela restricdo calérica) em associacdo ou ndo a administracdo de
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea. Nesse animal, avaliamos ganho de
peso, glicemia, glicosuria, natriurese, morfometria da area glomerular e de ilhotas
pancreaticas, expansdao mesangial, proteintria e taxa de filtracdo glomerular, e
expressdo génica de marcadores podocitarios (sinaptopodina, a-actinina-4, nefrina e
Wilms’ tumour-1), de componentes da via angiontensina II/NADPH oxidase 4/ canal
cationico potencial de receptor transitério, subfamilia C, membro 6; do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (enzima conversora de angiotensina e enzima conversora de
angiotensina 2), além de fatores renoprotetores (fator de crescimento de hepatdcito e
proteina Klotho). Em adicdo, também avaliamos o potencial de reversibilidade do

fendtipo da doenca nesse modelo através da metodologia do transplante de gordura e,
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assim, utilizamos essa estratégia como comparacdo as abordagens terapéuticas
propostas. Resultados: Observamos potencial elevado para o controle glicémico com a
terapia combinada em comparacdo a monoterapia com a medicacdo e ao Grupo
BTBR°P°b além de diminui¢do da progressdo da expansio mesangial e da albumindria.
Ademais, também constatamos que essa abordagem promove maior aumento da
enzima conversora de angiotensina 2, indicando o direcionamento para o eixo da enzima
conversora de angiotensina 2/angiotensina (1-7)/receptor Mas, levando ao menor
estresse oxidativo tecidual, manutencdo da expressao de fatores renoprotetores e
preservacao do nimero de podadcitos e da expresséo de seus marcadores. Conclusdes:
A estratégia terapéutica da associacdo da terapia convencional a células-tronco
mesenquimais apresenta maior potencial renoprotetor, com preservacéo da estrutura e

funcéo de poddcitos.

Descritores: Nefropatias diabéticas; Células-tronco mesenquimais; Proteinas Klotho;

Estresse oxidativo
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1 INTRODUCAO

1.1 Incidéncia e prevaléncia do diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) € uma desordem metabdlica associada a
hiperglicemia cronica resultante da resisténcia dos tecidos a insulina e/ou deficiéncia na
sua secrecdo. Atualmente, é considerada uma doenca epidémica com alta mortalidade
e morbidade com expectativa de aumento do nimero de casos nas proximas décadas,
sendo uma das emergéncias de saude global de mais rapido crescimento no século XXI,
segundo a Confederacéo Internacional do Diabetes.®

Em 2021, havia cerca de 537 milhfes de individuos diabéticos, o que
representa 10,5% da populacdo mundial, e devido as mudancas no estilo de vida e ao
envelhecimento populacional, estima-se que sua prevaléncia aumente para 783 milhdes
de pessoas convivendo com a doenca até 2045.(M

O DM representa um grande desafio para os servi¢os de saude, uma
vez que o diabético corre o risco de desenvolver complicacGes debilitantes e fatais,
havendo a maior necessidade de cuidados médicos, diminuicdo da qualidade de vida e
morte prematura. Estima-se que 11,8% das mortes em adultos abaixo de 60 anos de
idade estiveram associadas ao DM e suas complicacGes, em 2021.M O Brasil, por
exemplo, € o sexto pais com maior nimero de adultos afetados pela doenca e o terceiro

com maiores gastos com saude relacionados ao DM.®

1.2 Doenca renal diabética

Uma vez que a prevaléncia do DM aumenta, ocorre também maior
incidéncia de suas complicacfes. Dentre elas, estdo as complicacbes macrovasculares,
sendo elas a doenca arterial coronariana, infarto agudo do miocardio, insuficiéncia
cardiaca, acidente vascular encefalico e doenca vascular periférica, e microvasculares,
as quais atingem vasos de menor calibre, sendo elas a retinopatia, neuropatia periférica
e doenca renal diabética (DRD). Além disso, o DM esta associado ao maior risco de

infeccdes, desenvolvimento de cancer e deficiéncias cognitivas e funcionais.®



A DRD é uma condicdo progressiva que se desenvolve em 30 a 40%
dos pacientes e representa a principal causa de insuficiéncia renal crénica no mundo,
estagio em que as Unicas opgdes terapéuticas séo a dialise e o transplante renal.) E
uma doenca multifatorial caracterizada pela reducdo da taxa de filtracdo glomerular
(TFG) em associacao ou nao a excrecdo urinaria de albumina, sendo ambas preditoras

independentes da evolugdo da doenca renal e do risco de mortalidade® (Figura 1).

Categorias de albuminuria

A1 A2 A3

Moderadamente aumentada Mo
Normal aumentada

microalbuminuri inuri
(microalbu a) (macroalbumintria)

<30 mg/g 30 mg/g - 299 mg/g 2 300 mg/g
Normal
a1 ou alta =80
G2 Levemente 60-90
diminuida
Categorias de G3a Leve/qugragia 45-59
TFG mente diminuida
i 2
Ll G3b Moderadamente 30-44
diminuida 2

G4 | Muito diminuida 15-29

G5 Faléncia renal <15

Risco Risco Risco Risco
baixo intermediario alto muito alto

Fonte: Traduzido de Sa JR, Rangel EB, Canani LH, Bauer AC, Escott GM, Zelmanovitz T, et al.
The 2021-2022 position of Brazilian Diabetes Society on diabetic kidney disease (DKD)
management: an evidence-based guideline to clinical practice. Screening and treatment of
hyperglycemia, arterial hypertension, and dyslipidemia in the patient with DKD. Diabetol Metab
Syndr. 2022;14(1):81. Figure 1, Stages of chronic kidney disease according to glomerular filtration
rate (GFR) and albuminuria levels and risk rating for progression to end-stage kidney disease.
Figura 1. Estagios da doenca renal crénica de acordo com a taxa de filtracao glomerular e niveis
de albuminuria e classificagdo de risco para progresséo da doenca renal de estagio terminal

1.3 Fisiopatologia

A hiperglicemia é o principal fator responsavel pelo desenvolvimento
da DRD. O aumento da glicose causa um estado de glicotoxicidade por meio do aumento
acelerado de produtos de glicacdo avancada (AGEs — advanced glycation end-product),
formados a partir da reacdo nédo enziméatica de reducdo de macromoléculas que as torna

altamente reativas. AGEs presentes na circulacdo sanguinea se ligam aos seus



receptores (RAGEs — receptor for advanced glycation end-products) na membrana
plasmatica de células endoteliais e, junto da acdo da NADPH oxidase 4 (Nox4) e proteina
quinase C (PKC — protein kinase C), também ativadas pela hiperglicemia, promovem a
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROSs).

As EROs abrangem um grupo de moléculas derivadas do oxigénio
molecular, que séo formadas por reacfes de reducdo-oxidacao (redox) ou por excitacao
de elétrons. Geradas como subprodutos naturais do metabolismo celular, sendo os
principais tipos o anion superoéxido (O°), peroxido de hidrogénio (H2032) e radical hidroxila
(OH"), as ERO séao altamente reativas e sua acao causa alteracfes pos-translacionais
de estruturas proteicas, lipidicas e do DNA. Assim, em condicdes fisioldgicas, esses
compostos atuam como mensageiros secundarios em cascatas de sinalizacdo de
diversos processos celulares e, nesse sentido, sdo fundamentais para a homeostase
celular.®

O metabolismo celular é caracterizado por estados estacionarios com
oscilagbes entre eles como mecanismo de adaptacédo a alteragbes ambientais. Nesse
sentido, para manter os niveis de EROs em concentragcbes fisioldgicas, a célula
predispde de diferentes estratégias para controlar a sua producéo e disponibilidade. O
H202, por exemplo, leva a alteracdes reversiveis em alvos proteicos quando em niveis
estacionarios, porém as modificacdes se tornam permanentes quando o H202 esta em
excesso. Portanto, de forma a evitar o acumulo desses compostos, ha mecanismos de
compartimentalizacdo de geracdo de EROS e defesa antioxidante por meio de
compostos de baixa massa molecular, como vitaminas, micronutrientes e cofatores, e,
principalmente, através da acdo de enzimas, sendo alguns exemplos a superéxido
dismutase (SOD), peroxirredoxinas, glutationa peroxidase e heme oxigenase-1 (HO-1).*-
6)

Entretanto, condicBes estressoras, como a hiperglicemia, acarretam
um estado de estresse oxidativo, isto €, o desbalan¢o entre a producdo de EROs e a
capacidade antioxidante da célula.® Dessa maneira, o estresse oxidativo promovido
pela hiperglicemia cronica esta relacionado a diversos processo inflamatorios,
metabdlicos, hemodinamicos e fibréticos que contribuem para a progressdo da DRD
(Figura 2).
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Fonte: Adaptado de Amorim RG, Guedes GD,
Vasconcelos SM, Santos JC. Doencga renal do
diabetes: cross-linking entre hiperglicemia,
desequilibrio redox e inflamagédo. Arq Bras
Cardiol. 2019;112(5):577-87. Figura 3 -
Mediadores de lesdo renal induzidos por
hiperglicemia cronica via desequilibrio redox e
inflamacgé&o na patogénese da DRD; p. 585.
Figura 2. Mediadores da lesdo renal induzida
por hiperglicemia crdnica via desequilibrio redox
e inflamacdo na patogénese da doenca renal
diabética

Ainda, o desenvolvimento da DRD, assim como outras patologias
renais agudas e cronicas, relaciona-se a reducdo da secrecdo e acdo de fatores
renoprotetores, tais como o fator de crescimento de hepatocito (HGF — hepatocyte growth
factor) e a proteina Klotho, considerados biomarcadores de progressdo da doenca.(-1%
O HGF é uma proteina que desempenha um papel crucial em varios processos
fisiolégicos do corpo humano. No rim, sua acdo estimula a angiogénese e reparo e
regeneracao tecidual por meio de seu efeito antifibrético e antiapoptético.(

O Klotho, também chamado de a-Klotho por sua vez, possui duas
isoformas: uma transmembrana ancorada a membrana plasmatica, e uma isoforma
soluvel. A primeira € amplamente expressa no tecido renal e esta envolvida no
metabolismo do fosfato, pois atua como correceptora do fator de crescimento de
fibroblasto 23 (FGF-23 — fibroblast growth factor-23); e na modulag&o do paratormdnio e

sintese de vitamina D.®



Ja aisoforma secretada, por sua vez, € originada a partir da clivagem
da porcédo extracelular da proteina transmembrana, e estd presente na circulacéo
sistémica, atuando como um fator com agéo tanto renal quanto extrarrenal. Assim como
a proteina ancorada a membrana, o Klotho soluvel realiza as fun¢des dependentes de
FGF-23, porém agindo de forma paracrina e enddcrina. Contudo, essa isoforma também
apresenta funcbes independente de FGF-23, tais como acdo antioxidante,

antiapoptética, antissenescente, entre outras.®

1.4 Podé6citos

A barreira de filtracdo glomerular é a estrutura responsavel pela
permeabilidade seletiva durante a filtracdo do sangue no glomérulo, de forma a impedir
a excrecéo de proteinas na urina. E composta por trés camadas, sendo elas: o endotélio
fenestrado e seu revestimento de glicocalix composto por proteoglicanos; a membrana
basal glomerular (MBG) e células mesangiais, cuja funcéo € garantir suporte estrutural
aos capilares glomerulares e manutencéo da matriz mesangial; e, por fim, os poddcitos
compdem a camada visceral. Na DRD, no entanto, essa estrutura sofre uma série de
alteracdes: espessamento da MGB; expansao mesangial decorrente da proliferacédo de

células mesangiais; e a perda de poddcitos (Figura 3).
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Fonte: Adaptado de Gnudi L, Coward RJ, Long DA. Diabetic nephropathy: perspective on
novel molecular mechanisms. Trends Endocrinol Metab. 2016;27(11):820-30. Figure 1,
Schematic structure of normal and diabetic glomeruli; p. 821.

Figura 3. Barreira de filtracdo glomerular e alteragdo de seus componentes em condi¢éo
fisiologica e na doencga renal diabética

Os podocitos sdo células terminalmente diferenciadas e
especializadas cuja estrutura esta diretamente relacionada a sua funcdo na manutencéo
da barreira de filtracdo glomerular. Sua estrutura consiste em um corpo celular e
protusdes citoplasmaticas que se estendem de pedicelos primarios a numerosos
processos podocitarios. Estes circundam os capilares glomerulares, além de formarem
junc@es célula-célula com processos podocitarios adjacentes de células vizinhas, criando

fendas diafragmaticas.
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Fonte: Adaptado de Meyrier A. Mechanisms of disease: focal segmental
glomerulosclerosis. Nat Clin Pract Nephrol. 2005;1(1):44-54. Figure 1, Artist’s view of the
arrangement of the podocyte foot process and slit diaphragm proteins. Space restrictions
prevent all molecules from being shown. A more detailed representation can be found in
references 1, 3 and 60. CD2AP, CD2-associated protein; DG, dystroglycan; FAT,
mammalian homolog of Drosophila fat protocadherin; GBM, glomerular basement
membrane; GLEPP-1, glomerular epithelial protein-1; NHERF-2, Na+/H+ exchanger
regulatory factor-2; ZO-1, zona occludens-1 protein.

Figura 4. Esquema do complexo proteico da fenda diafragmatica

By Podoplanina

A fenda diafragmatica, por sua vez, € um complexo proteico composto
por componentes estruturais de diferentes tipos de juncdes celular, como jun¢ado de
oclusdo, adesdo, gap junctions e neuronais (Figura 4). Nesse sentido, uma proteina
expressa nessa regido é a nefrina, responséavel pela sinalizacdo celular e manutencao
da fenda por meio da interagdo com poddcitos adjacentes.t? Sendo assim, tais
componentes atuam na filtracdo de macromoléculas, ancoram o podécito a MBG,
conectam a fenda ao citoesqueleto e integram o complexo de sinalizacao celular que
integra os sinais intra e extracelulares que regulam a plasticidade dos pedicelos. Dessa
forma, permitem que os poddécitos executem as funcées de regulacdo da permeabilidade
glomerular, suporte estrutural aos capilares glomerulares, remodelamento da MBG e
endocitose de proteinas filtradas.(1?

O citoesqueleto é responsavel pela arquitetura dos poddcitos. Ele é
uma estrutura dindmica composta por fibras contrateis e proteinas associadas, como a
sinaptopodina, e a-actinin-4, as quais atuam na estabilizacdo das fibras de actina e
aderéncia da célula a MBG, 13 respectivamente; e desempenha um papel essencial na
preservacao da integridade do poddcito contra alteragdes patoldgicas no microambiente

glomerular por meio da integracdo dos seus componentes estruturais.*? Os processos



podocitarios sdo formados por fibras de actina e microtubulos e dependem do
citoesqueleto para participar da barreira de filtracdo através das interacdes célula-célula
e célula-matriz. Nesse sentido, a funcdo do poddcito esté diretamente ligada ao influxo
adequado do calcio intracelular e uma das proteinas principais para isso € o canal
cationico potencial de receptor transitério, subfamilia C, membro 6 (TRPC6 — transient
receptor potential cation channel subfamily C member 6).

O TRPC6 é uma proteina de membrana localizada na fenda
diafragmética e participa de um complexo de sinalizagdo com a nefrina, a-actinin-4, entre
outras proteinas essenciais para a funcdo podocitaria.*? Sua ativacdo ocorre a partir de
um estimulo, porém condi¢cdes patoldégicas causam a hiperativacdo do canal e,
consequentemente, o influxo excessivo de célcio. Um exemplo € a angiotensina Il (Ang
II), cuja acdo promove o aumento da atividade do TRPC6, além de elevar sua

expressdo. (4

1.5 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

O SRAA é uma via de sinalizacdo que atua como um regulador
homeostéatico do fluxo sanguineo sistémico e local, pressdo sanguinea, natriurese e
respostas tréficas a uma ampla gama de estimulos.9

A ativacao do sistema ocorre com a liberacéo de renina pela macula
densa nos rins mediante baixa concentracao intratubular de sédio e estimulacao nervosa
simpética. A renina, por sua vez, converte 0 angiotensinogénio em angiotensina | no
figado. A partir de entdo, a angiotensina pode ser clivada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) em Ang Il, ou convertida a angiotensina (1-7) [Ang (1-7)] pela enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2)(1® (Figura 5).

O eixo principal do SRAA é composto pela ECA/Ang ll/receptores AT1
e AT2. A Ang Il pode promover diferentes efeitos de acordo com o tipo de receptor, por
exemplo, a ligagdo ao receptor AT1 estimula os efeitos classicos da Ang Il, que incluem
aumento do estresse oxidativo, vasoconstri¢cao, inflamacéo, fibrose e a retencdo de agua
e sodio através do estimulo a liberacdo de aldosterona pelo cortex adrenal e liberacéo
de hormdnio antidiurético;*® enquanto a ligacdo do receptor AT2 promove efeitos

opostos.16)



Em contraposicao, o outro eixo € composto pela via ECA2/Ang (1-
7)Ireceptor Mas. A ECA2 atua na conversdo de Ang | e Ang Il a angiotensina (1-9) [Ang
(1-9)] e Ang (1-7), respectivamente. Sua a¢cdo promove a atenuacao dos efeitos da Ang
II, uma vez que a cataboliza para a producao de a Ang (1-7), a qual se liga ao receptor
Mas na membrana e promove vasodilatacdo, acdo anti-inflamatoria, antifibrética e
antiapoptdtica e, portanto, exerce efeitos renoprotetores.1516)

O DM, no entanto, estd associado aos desbalanco ECA/ECA2
glomerular e tubular,®” em que ha maior ativagédo do eixo ECA/Ang II/AT1. Dessa forma,
a desregulacéo da ativacdo do SRAA representa um processo hemodinamico que gera
dano renal severo, uma vez que esta associado aos efeitos deletérios da acdo da Ang

[I/AT1, com exacerbada inflamacéao, fibrose, apoptose e estresse oxidativo.

Sistema renina-angiotensina-aldosterosa (SRAA)
Angiotensinogénio

Angiotensina (1-9) <—<‘_CA%— Angiotensina |
} | G e

Angiotensina (1-7) <—(EC§23— Angiotensina Il

Fonte: Traduzido de Beyerstedt S, Casaro EB, Rangel EB. COVID-19: angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE?2) expression and tissue susceptibility to SARS-CoV-2 infection.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2021;40(5):905-919. Figure 2, Renin—-angiotensin—
aldosterone system (RAAS): ACE/ACEZ2 balance, pathophysiological mechanisms, and the
impact of the RAAS blockers (ACEi and ARBs). ACEi, angiotensin-converting enzyme
inhibitors; ARBs, angiotensin receptor blockers; p. 907.

Figura 5. Esquema do sistema renina-angiotensina-aldosterona e efeitos associados a
ativacao dos eixos ECA/Ang II/AT1 e ECA2/Ang (1-7)/Mas
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1.6 Via Ang II/Nox4/TRPC6

Na DRD, a arquitetura do podocito € comprometida pela acéo
acentuada da Ang 11.381% O aumento da ativacdo de SRAA estimulada pela hiperglicemia
aumenta os niveis locais de Ang Il, a qual através da ligacdo ao seu receptor angiotensin
Il type 1 receptor (AT1R), tem acdo deletéria no poddcito por promover o estresse
oxidativo. A sinalizacdo Ang II-AT1R promove a producdo de H20:2 pela Nox4, uma
isoforma da NADPH oxidase (Nox) bastante expressa no coOrtex que representa a
principal fonte geradora de EROs no rim.(4

O H202, por sua vez, atua como um mensageiro secundario da célula
e sua sinalizacao ativa o TRPC6, uma proteina presente na fenda diafragmatica cuja
acdo resulta na reorganizacdo do citoesqueleto tanto através do influxo de célcio quanto
de forma calcio-independente. Ainda, o aumento do calcio intracelular resulta também
na fosforilagdo e ativacdo da calcineurina, a qual promove a translocacao do fator de
transcricdo nuclear factor of activated T cells (NFAT) e o aumento da expressédo de
TRPC6.14 Assim, tem-se uma regulacio positiva persistente mediada pela sinalizagdo
Ang II/Nox4/TRPC6 (Figura 6).

Proteintria

Q@ 9

Angiotensina ll (@] [ = 1

Reorganizagao do citoesqueleto podocitario e retragao
dos prolongamentos

Nucleo Citoplasma

Figura 6. Esquema representativo da ativagdo da via Ang II/Nox4/TRPC6 e seu efeito
deletério sobre a arquitetura do podécito e proteindria. A acdo da Angll através do receptor
AT1R promove a producéo de perdxido de hidrogénio pela Nox4. O H202, por sua vez, ativa
0 canal TRPC6 e o influxo de calcio. Como estrutura calcio-dependente, ocorre a
reorganizacdo do citoesqueleto e, como consequéncia, a quebra da barreira de filtracdo
glomerular
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1.7 Tratamento convencional da doenca renal diabética

Como mencionado, a fisiopatologia da DRD é composta por diferentes
fatores que contribuem para o seu aparecimento e desenvolvimento. Sendo assim, nao
€ apenas um processo envolvido no desenvolvimento da DRD e, portanto, é necesséria
a associacdo de diferentes abordagens terapéuticas para retardar ou prevenir sua
progressao.

Nesse sentido, o tratamento aplicado na pratica clinica atual consiste
na combinacdo de mudancas dos habitos de vida, como alteracdo dos hébitos
alimentares e pratica de exercicios fisicos, perda de peso, interrup¢do do tabagismo,

controle glicémico e da presséo arterial, e terapia medicamentosa.

1.7.1 Tratamento medicamentoso

A terapia medicamentosa padrdo-ouro atualmente consiste na
associacdo dos bloqueadores do SRAA e inibidores do cotransportador de sodio e
glicose 2 (SGLT2).

O bloqueio do SRAA ocorre pela utilizacao de farmacos inibidores da
ECA e bloqueio do receptor AT1 (Figura 7). A utilizacdo dessa classe de medicamentos
reduz a pressao arterial sistémica e também atua na atenuacao da acédo renal da Ang Il,
diminuindo a presséao intraglomerular e proteindria.??) Todavia, apenas a utilizacdo de
bloqueadores do SRAA nao impede por completo a progressao da doenca. Por conta
disso, recentemente foi adotado a pratica o uso dos inibidor do cotransportador de sédio
e glicose 2 (iISGLT2).?9)

O processo de reabsorcao da glicose ocorre no tubulo proximal, o qual
expressa dois cotransportadores que realizam essa funcdo, sendo eles o
cotransportador de sodio-glicose (SGLT) 1 e 2. O SGLT2 faz o cotransporte de uma
molécula de sbédio para cada glicose internalizada, e é responsavel por cerca de 90% da
reabsorcao de glicose.?V) Desse modo, em condicGes fisioldgicas, praticamente toda a
glicose filtrada é captada e menos de 1% é excretada na urina.(?12?)

Na DRD, todavia, a expresséao dos cotransportadores esta aumentada
como forma de potencializar a reabsorcéo tubular em resposta a hiperglicemia.(123)

Todavia, esse mecanismo tem um impacto profundo sobre a ativacéo local do SRAA.
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Isso ocorre, pois, 0 aumento da captacao de glicose e, consequentemente, de sédio no
tdbulo proximal levam menores concentra¢cdes do ion a macula densa.

A mécula densa do aparelho justaglomerular, por sua vez, tem um
papel central na regulacdo da TFG e pressdo glomerular por meio do mecanismo de
feedback tubuloglomerular (Figura 7). Em resposta a baixa concentracdo de sédio, a
macula densa secreta renina, levando ao aumento de Ang Il intrarrenal, resultando na
vasoconstricdo da arteriola eferente. Além disso, a ativagdo da macula densa também
promove a reducdo da producdo de adenosina, um nucleosideo responsavel pela
vasoconstricdo da arteriola aferente. Sendo assim, a acdo da Ang Il em associacdo a
hiperglicemia induz alteraces morfolégicas e funcionais, tais como a hiperfiltracdo
decorrente da vasodilatacdo da arteriola aferente, 0 aumento da pressao intraglomerular,
expansdo mesangial, espessamento da MBG, fibrose tubulo-intersticial e,
principalmente, o dano podocitario induzido pelo estresse oxidativo, que compromete a
barreira de filtracdo glomerular e leva a alteracdo da TGF e proteintria.@b

Nesse sentido, a inibicdo do SGLT2 impede a absorcao de glicose e
sédio e, assim, aumenta a concentracdo do ion que chega ao aparelho justaglomerular,
reduzindo, assim, a hipertenséo glomerular. Portanto, os iSGLT2 atuam tanto no controle
glicémico através do aumento da glicosuria, quanto na diminui¢cdo da pressao arterial,
por meio do aumento da natriurese.®V) De fato, estudos pré-clinicos e ensaios clinicos
mostraram a capacidade dos iISGLT2 em retardar e reduzir a progressao da DRD através

de mecanismos hemodinamico e ndo-hemodinamicos.(4-26)
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Fonte: Traduzido de DeFronzo RA, Reeves WB, Awad AS.
Pathophysiology of diabetic kidney disease: impact of SGLT2
inhibitors. Nat Rev Nephrol. 2021;17(5):319-334. Figure 3, The
effect of diabetes mellitus and SGLT2 inhibitors on
tubuloglomerular feedback; p. 323.

Figura 7. Esquema representativo do feedback
tibuloglomeular em condicdes fisioldgicas, na doenga renal
diabética e com a administracdo de iISGLT2. SGLT2,
cotransportador de sédio e glicose 2. AJG, aparelho
justaglomerular
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1.7.2 Acdo hemodinadmica do inibidor do cotransportador de sddio e glicose 2

O uso de iISGLT2 também esta associado a protecdo cardiovascular.
Como descrito, a inibicdo de SGLT2 promove a diminuicdo no volume de liquido
intersticial e plasmatico decorrente da natriuerese, reduzindo a presséo arterial. Sendo
assim, a menor ativacao da macula densa leva ao desbalanco de ECA/ECA2 que desvia
a ativacdo do SRAA para o eixo ECA2/Ang (1-7)/Mas e seus efeitos protetores.(1516)

Ademais, a utilizacdo dessa medicacdo também estd associada a
efeitos hemodinamicos através da modulacdo de Klotho. Evidéncias recentes mostram
que a terapia com iSGLT2, assim como inibidores do SRAA,® promove o aumento dos
niveis extracelulares dessa proteina.?”:28) O Klotho, por sua vez, atua como modulador
de canais de calcio renais e antagonista do SRAA, enquanto condi¢des deletérias, como
aumento de Ang Il, microambiente pro-inflamatério e proteinudria, reduzem a sua
expresséo.®

Além disso, os efeitos na pressao arterial também podem ser
explicados pela menor ativacdo do sistema nervoso simpético. Isso ocorre, pois, o rim
exige uma grande demanda energética, principalmente no tibulo proximal, necesséria
para manutencado dos transportadores. Nesse sentido, demanda alto aporte de oxigénio,
porém o aumento da filtracdo e processos de reabsorcéo eleva também o consumo de
oxigénio, levando a um estado de hipdxia tubular no DM.?

Assim, devido a maior demanda por oxigenag¢éao, ocorre 0 aumento da
atividade nervosa simpatica em resposta a atividade nervosa da arteriola aferente. Como
resultado, gera a elevacao da frequéncia cardiaca, retencao de fluidos e vasoconstricdo
sistémica, efeitos que contribuem para o aumento da pressdo arterial e sobrecarga
cardiaca. A administracdo de iSGLT2, no entanto, ocorre a reducdo da demanda

energética e de oxigénio, reduzindo, assim, a sobrecarga do sistema cardiovascular.®)

1.7.3 Agcdo ndo-hemodinadmica do inibidor do cotransportador de sddio e glicose 2

Além disso, a inibicho do SGLT2 apresenta também efeitos
renoprotetores de forma independente da sua acdo hemodinamica. A utilizacdo de
ISGLT2 atenua o estado pro-inflamatoério induzido pela hiperglicemia com diminuicao

reportada de, por exemplo, interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1B), fator de
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necrose tumoral alfa (TNF-a — tumor necrosis factor alpha), interferon-gama (IFN-y),
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1 — monocyte chemoattractant protein-1)
além de reduzir infiltrados inflamatérios.?1.3%-31) Ademais, foi observado em modelos pré-
clinicos, como efeito secundério a esse, a capacidade antifibrética do uso de iISGLT2. A
medicacédo reduz a deposicdo de matriz mesangial, fibrose intersticial e induz a ativacao
de macréfagos M2, com fenétipo reparador. %

Os iSGLT2 também apresentam a capacidade de reducdo do
estresse oxidativo glomerular e tubular.??) Além disto, o uso desses farmacos apresenta
acao protetora em poddcitos. Essas células expressam SGLT2 e sua quantidade
aumenta no cenario de glicotoxicidade induzido por AGEs.®? Sendo assim, a inibi¢do do
cotransportador previne a perda dos pedicelos, descolamento dessas células e
apoptose, através do aumento do processo de autofagia, modulagdo do metabolismo
energético e diminuicdo da acdo da Ang 11.(2.31)

Ainda, € possivel citar novamente a importancia da acdo dos iISGLT2
para a preservacgédo da expressao de Klotho, de modo a manter a fungéo podocitaria. Os
podécitos expressam Klotho e sua desregulacdo na hiperglicemia est4 associada a
diminuicdo de sinaptopodina e desarranjo das fibras de actina. Todavia, o
restabelecimento dos niveis de Klotho impede o aumento de TRPC6, assim, preserva o
citoesqueleto podocitario e atenua proteindria, evidenciando, portanto, a importancia de
terapias que mantenham os niveis de Klotho para a conserva¢éo da arquitetura dessas
células.19

Contudo, apesar da abordagem convencional atuar sobre muitos
processos envolvidos no desenvolvimento e progressao da DRD, ela ndo apresenta a
capacidade de regeneracdo das estruturas celulares lesadas e a consequente
recuperacao da funcdo renal. Nesse sentido, € necessaria a investigacao de estratégias
adicionais como forma de preencher essa lacuna que o tratamento convencional &
incapaz de preencher e, além disso, visando maior impacto no combate a progressao da
DRD.
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1.8 Células-tronco mesenquimais

Nesse contexto, a terapia com células-tronco mesenquimais (CTMSs)
€ uma estratégia promissora. Essas células apresentam uma série de caracteristicas de
interesse para a medicina regenerativa.

Essa populacao celular é definida como células-tronco por possuirem
capacidade de aderéncia ao plastico, diferenciacao in vitro em adipécito, condrocito e
ostedcito; e expressdo dos marcadores de membrana (CD — cluster of differentiation)
CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105, e auséncia de CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19
ou human leukocyte antigen (HLA-DR).®3) As CTMs apresentam ampla distribuicdo em
nichos perivasculares e podem ser derivadas e expandidas em cultura a partir de
diferentes érgaos e tecidos, sendo frequentemente obtidas da medula 6ssea (CTM-MO),
tecido adiposo e do corddo umbilical.®4

Apesar de apresentarem morfologia similar e perfil de expressao de
marcadores de superficie similar, as células provenientes de diferentes origens nao
possuem as mesmas propriedades funcionais.® CTMs-MO, por exemplo, apresentam
maior capacidade de diferenciacdo em linhagem osteogénica e adipogénica em relagéo
a condrogénica. Apesar disso, a eficacia de diferenciacdo de CTMs in vivo é baixa, sendo
assim, entende-se que seu potencial terapéutico para reparacao tecidual e regeneracao
se d& através de seu secretoma, isto €, o conjunto de proteinas sollveis e vesiculas
extracelulares secretadas pelas células, as quais podem conter citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, proteases, microRNAs, mRNA, DNA e até mesma organelas.®34)
Dessa forma, essas células promovem efeitos paracrinos, quando atingem células
vizinhas, e também enddcrinas, atuando em outros 6rgaos.

Dentre os fatores secretados por elas, pode-citar a citocina anti-
inflamatéria IL-10 e a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO); fatores troficos, como
HGF, fator de crescimento epidérmico (EGF — epidermal growth factor), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF — vascular endothelial growth factor) e proteina
o0ssea morfogenética 7 (BMP-7 — bone morphogenetic protein 7); e fatores antioxidantes,
tal como a SOD e HO-1.68) Em relacédo a condicdes de estresse oxidativo, CTMs sdo
capazes de adaptagcbes nesse ambiente de forma a torna-las tolerantes acdo de EROs
e, assim, preservar suas fungdes. Por exemplo, em hipoxia, isto €, um estado de baixa

tensado de oxigénio, as CTMs aumentam a expressao de fatores antiapoptoticos, enzimas
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antioxidantes e fatores responsivos a hipoxia que levam ao aumento de VEGF,
estimulando a angiogénese e, assim, 0 aumento da perfusdo tecidual e maior aporte de
oxigénio.(®3%

Além disso, quando expostas a um microambiente pré-inflamatério,
como ocorre na DM e DRD, essas células adquirem um fenotipo imunossupressor, no
gual ha o aumento da expressao do fator de crescimento transformante beta (TGF- —
transforming growth factor beta), IDO, 6xido nitrico (NO — nitric oxide), prostaglandina E2
(PGE2), reducéo da proliferacao de linfécitos T através da secre¢do do ligante de morte
programada 1 (PD-L1 — programmed cell death ligand 1) e do ligante de morte
programada 2 (PD-L2 — programmed cell death ligand 2), estimulo a células T
regulatérias e polarizacdo para macrofagos M2.@3637) Sendo assim, ndo promovem
resposta inflamatoria, o que as torna de grande interesse para transplantes alogénicos.

De fato, a utilizacdo de CTMs se mostra uma estratégia terapéutica
potencial na DRD (Figura 8). Essas células apresentam tropismo a tecidos danificados
e, em modelos pré-clinicos, estudos mostraram a migracao de CTMs para o rins apos a
injuria renal.®® A utilizacdo dessa terapia na DRD demonstrou reducdo da expansido
mesangial e do estresse oxidativo, diminuicdo da proteinuria, e preservacao da funcao

renal e marcadores podocitarios, tais como nefrina e podocina.®39)
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Fonte: Traduzido de Paulini J, Higuti E, Bastos RM, Gomes SA, Rangel EB.
Mesenchymal stem cells as therapeutic candidates for halting the progression of diabetic
nephropathy. Stem Cells Int. 2016;2016:9521629. Figure 1, Current treatment to prevent
DN, MSC-based therapeutic approaches, and perspectives to halt the progression of DN;
p. 9.

Figura 8. Tratamento convencional da doenca renal diabética e terapia baseadas em
células-tronco mesenquimais como estratégia para diminuicdo da progressao da doenca
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Embora a literatura relate o potencial terapéutico das CTMs para
doencas renais, ainda ha desafios a serem superados para o emprego dessa abordagem
na prética clinica. Essas dificuldades incluem: a condicdo dos doadores; os diferentes
potenciais entre os tecidos de origem das CTMs, como descrito anteriormente; a
definicdo da via de administracédo; a quantidade de doses; a compreensao da interacéo
entre as CTMs e as células hospedeiras; entre outras.

Primeiramente, as condi¢des prévias a sua obtencao exercem grande
influéncia sobre o potencial terapéutico das CTMs. Um ponto de discussdo é o
transplante de células autdlogas ou alogénicas. Isso porque a terapia com CTMs
autdlogas € de grande interesse e traz vantagens para o paciente, pois essas ceélulas
estdo prontamente disponiveis. A terapia se baseia na extracdo do paciente, expanséo
in vitro e injecao de volta no paciente. Contudo, embora as CTMs autbélogas possam ser
a escolha mais segura para contornar uma resposta imune indesejada, fatores como
comorbidades (por exemplo, DM, doenca renal crénica e hipertensdo) e envelhecimento
podem prejudicar as propriedades terapéuticas das células.¥

Tais condicOes estdo associadas a alteracdo para microambientes
pré-oxidativos e inflamatorios, modificagdes no nicho das CTMs que impactam
adversamente em sua funcionalidade, poténcia e interagdo com outras células.“® No
contexto da DM, o ambiente hiperglicémico pode impactar negativamente a
funcionalidade devido ao desenvolvimento de memaria metabdlica, isto €, um processo
no qual a hipometilacdo em promotores génicos leva a desregulacdo da expressao
génica e implica na persisténcia de complicacdes relacionadas ao DM mesmo no retorno
a condi¢des normoglicémicas.®¥ Em pacientes com DM do tipo 1 recém diagnosticados,
por exemplo, CTMs-MO apresentam suas propriedades preservadas, como morfologia,
potencial de diferenciacéo e perfil imunomodulatério, enquanto células de pacientes em
estagios tardios da doenca possuem tais caracteristicas prejudicadas.G Ademais,
estudos com CTMs extraidas tanto de modelos pré-clinicos quanto de pacientes com
DM do tipo 2 demonstram grande impacto da doenca, uma vez que as células demandam
maior tempo para expansao in vitro, maior senescéncia, apresentam reducdo da
capacidade angiogénica e elevacéo do perfil pré-inflamatério. 3441

Nesse sentido, o transplante de CTMs alogénicas obtidas de
doadores saudaveis possui maior potencial para garantir a eficiéncia da terapia no

hospedeiro. Apesar da preocupacdo com a rejeicdo do enxerto, essas ceélulas
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apresentam capacidade imunossupressora, como descrito, e, de fato, a literatura atual
mostra baixa incidéncia de reacdes imunes reportadas.®*

Outro ponto a ser considerado é a via de administracdo dessas
células. A DM é uma doenca sistémica e, portanto, o tratamento da DRD como também
de suas demais complicacdes através da entrega de CTMs por via sistémica é de grande
interesse, sendo exemplos a rota intravenosa e interarterial. Nesse sentido, a via
intravenosa é amplamente usada na clinica, porém devido ao grande tamanho das CTMs
e a anatomia do tecido pulmonar, ocorre o aprisionamento da maioria das células
infundidas em sua microvasculatura. Assim sendo, essa via apresenta limitacdo para o
homing/migracdo das células.(343842)

A via interarterial, por outro lado, apresenta maior biodisponibilidade
para a entrega da terapia celular por evitar a barreira pulmonar. Para efeito sistémico, é
possivel citar a administracdo intracarétida, intracardiaca e intra-adrtica. Todavia, essa
estratégia também eleva o risco para o desenvolvimento de trombos em demais
microvasculaturas, como no cérebro onde pode ocasionar infarto cerebral.*? J& a
administracdo interarterial local, como a infusdo nas artérias renais, apresenta-se como
uma forma de contornar essas complicacdes e ainda possui potencial terapéutico para a
injaria renal.®® No entanto, a via intrarterial, de forma geral, € invasiva e demanda o uso
de contraste para verificacdo da correta canulacdo da artéria, tornando-se mais um
agravante para injaria renal;*® portanto, ndo apresenta ampla aplicacdo na clinica.

Ademais, vias de administracdo locais no rim, como a
intraparenquimal, possuem efeito benéfico para o tratamento de doencas, mas
novamente possui baixo potencial translacional para a clinica.®¥ Entretanto, como
comentado previamente, a terapéutica das CTMs ocorre por via indireta através do seu
secretoma, ou seja, pela acdo de fatores sollveis secretados por elas que atuam de
forma paracrina e enddcrina.® Sendo assim, a administracdo em locais ricamente
vascularizados possui grande potencial, tendo como exemplo a injecdo intraperitoneal.

Por fim, € necesséaria ainda maior investigacdo dos mecanismos
renoprotetores dessas ceélulas e sua interagcdo com o tecido hospedeiro na DRD. Para
tanto, € de extrema importancia a utilizagdo de modelos adequados. Atualmente, a
maioria dos estudos utilizam modelos pré-clinicos de DM tipo 1 ou de DM tipo 2 que
possuem apenas parte das alteracdes da doenca.(®438)

Nesse sentido, o0 modelo mais robusto para a avaliacdo tanto da

terapia celular quanto de demais intervencdes na DM tipo 2 e DRD é o camundongo
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black and tan brachyury obese (BTBR°Y%) tufted. Esse modelo apresenta
caracteristicas que se assemelham as encontradas na doenca humanas e que se
desenvolvem de forma tempo-dependente.(*44% Portanto, sua utilizacdo permite o estudo
dos mecanismos envolvidos no surgimento e progressdo da doenga, assim como a
investigacdo de estratégias terapéuticas e analise de seus potenciais limitacdes.

A terapia celular com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea
possui o potencial de modular a sinalizacéo da via Ang II/Nox4/TRPC6 em poddcitos e,
assim, preservar seu citoesqueleto, garantindo a manutencédo de sua estrutura e funcao
(Figura 9).
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Reorganizagdo do citoesqueleto podocitario e retragao

Citoplasma dos prolongamentos

Figura 9. Esquema representativo da hipotese do trabalho. A utilizagdo de CTMs-MO é uma
estratégia para a reducdo da ativacdo da via Angll/Nox4/TRPC6, como forma de preservar a
arquitetura do citoesqueleto do poddcito e sua fungéo na barreira de filtracdo glomerular

1.9 Objetivo

1. Avaliar o potencial terapéutico da combinacdo da terapia
convencional e CTMs-MO em animais BTBR/°® por meio da andlise de: ganho de peso,
glicemia capilar de jejum, TFG, albuminuria, morfologia glomerular, expansao mesangial,
namero de poddcitos, estresse oxidativo tecidual, e expressao génica de Klotho e HGF,
de marcadores podocitarios, do sistema renina-angiotensina-aldosterona e da via Ang
[I/Nox4/TRPCS6.
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2 METODOS

2.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa Experimental (CPE) do
Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein (IIEPAE). As intervencdes in vivo
e coletas das amostras teciduais foram realizadas no Centro de Experimentacdo e
Treinamento em Cirurgia (CETEC), no qual os animais foram mantidos em ambiente
specific pathogen free (SPF) com controle interno de umidade, temperatura, ruido, luz e

pressao.

2.2 Aspectos éticos e legais

O projeto teve seu inicio somente apds aprovacéo do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) sob o nimero 4450-20, protocolado no Sistema Gerenciador
de Projeto de Pesquisa (SGPP).

Ademais, o estudo também utilizou amostras de animais do
repositério do grupo de pesquisa, provenientes de projetos também aprovados pelo
CEUA, sob os numeros 3309-18 (animais com transplante de gordura [TX]) e 3129-17
(animais Rosa26-mtmg doadores de medula 6ssea para coleta de CTMs e animais BTBR

wild-type).

2.3 Cultura primaria de CTMs-MO

As CTMs-MO utilizadas nesse estudo foram obtidas em extracbes
realizadas e caracterizadas em projeto prévio, ou seja, anterior ao inicio deste estudo.®®
As células foram extraidas através de flush da medula 6ssea femoral e tibial de um pool
de camundongos machos, de 6 a 8 semanas de idade, da linhagem Rosa26/mTmG
(Jackson Laboratories, JAX). Os animais foram anestesiados previamente por inalacao
de isoflurano (Cristalia) seguida de eutanasia por deslocamento cervical. O procedimento
do flush ocorre da seguinte maneira: injeta-se salina na medula 6ssea tibial e femoral e

o material obtido é coletado e colocado em cultura para a selecdo das células-tronco
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mesenquimais. Seleciona-se as células através de passagens progressivas para em
seguida serem caracterizadas e utilizadas em experimentos. As células medulares
obtidas foram cultivadas in vitro, em meio Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM)/F12 (Ham)1:1 (Gibco, EUA) suplementado em 20% com soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Brasil) e 1% de penicilina e estreptomicina (Invitrogen, EUA).

Em passagem 7-10, as CTMs-MO foram caracterizadas por seu
fenotipo de morfologia semelhante a fibroblasto, capacidade de aderéncia ao plastico,
capacidade multipotente, e imunofenotipagem por citometria de fluxo. Constatou-se a
capacidade de diferenciacdo CTMs-MO obtidas nas linhagens osteogénica, adipogénica
e condrogénica. Para tanto, realizou-se a diferenciacdo nestes tipos celulares em meio
de cultura com 10% SFB em adicdo a reagentes especificos: osteogénica (10”7 M
dexametasona, 0,2mM &acido ascorbico e 10mM B-glicerol-fosfato), durante 4 semanas;
adipogénica (1uM dexametasona, 0,5uM 1-metill-3-isobutillxantine, 10pg/mL insulina, e
1uM indometacina), por 2 semanas; e condrogénica (6,25ug/mL insulina, 5ug/mL acido
ascorbico e 10ng/mL TGF-B), durante 3 semanas. Em seguida, verificou-se a
diferenciacdo por meio da coloragcdo por alcian blue, oil red e alizarin red para
confirmacédo da diferenciacéo, respectivamente, em condrdcito, adipocito e ostedcito
(Figura 10A).

Por fim, as CTMs-MO extraidas cumpriram com 0s requisitos para a
definicdo como CTM por meio da expressao de marcadores da linhagem mesenquimal
(CD29 e Sca-1 — stem cell antigen-1) e a ndo expressédo de marcadores da linhagem
hematopoiética (CD34 e CD45) e endotelial (CD31) (Figura 10B).
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(A) Diferenciacdo das células em passagem 10 em linhagens osteogénicas, adipogénicas e
condrogénicas e coradas com alizarin red, oil red e alcian blue, respectivamente. (B) Andlise por
citometria de fluxo para imunofenotipagem das CTMs em passagens 7 a 8, sendo elas positivas
para CD 29 (98,8%), SCA-1 (98,2%), CD 44 (6,02%), CD 90 (4,18%) e CD 105 (4,97%) e
negativas para CD34 (0,49%), CD 45 (1,37%) e CD 31 (0,05%).

Fonte: Adaptado de Savio-Silva C, Soinski-Sousa PE, Simplicio-Filho A, Bastos RM, Beyerstedt
S, Rangel EB. Therapeutic potential of mesenchymal stem cells in a pre-clinical model of diabetic
kidney disease and obesity. Int J Mol Sci. 2021;22(4):1546. Figure 1, Characterization of bone
marrow-derived mesenchymal stem cells (MSC) isolated from mTmG mice; p. 3.

Figura 10. Caracterizagéo de células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea isoladas
de camundongos Rosa26/mTmG

2.4 Grupos e delineamento experimental in vivo

2.4.1 BTBRob/ob

Utilizamos o camundongo BTBR.Cg-Lepob/WiscJ (JAX stock
#004824)“8) como modelo in vivo para o estudo da DRD. Esse animal € homozigoto para
a mutacdo knockout do gene da leptina (Lep°P), portanto, é identificado como BTBR©/°P,

A leptina € um horménio sintetizado, principalmente, pelo tecido
adiposo branco e esta envolvida no controle de diversas fungdes fisiologicas, como
crescimento, metabolismo e reproducéo. A leptina atua como um sinal aferente no ciclo
de feedback negativo para o hipotalamo, que inibe a ingestdo de alimentos, sendo
conhecida como horménio da saciedade; além atuar na homeostase energética e a

termogénese e regulacdo da massa de tecido adiposo.®6:47)
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A mutacdo Lep° nesses animais esta, portanto, associada ao
desenvolvimento de obesidade devido a hiperfagia. Ainda, o BTBRY°° ¢ um modelo de
DM tipo 2, com inicio da doenca a partir de seis semanas de idade nos machos (Figura
11A) e oito semanas nas fémeas (Figura 11B) e apresentando hiperglicemia grave e
progressiva ao longo do tempo. Além disso, 0s animais homozigotos também
apresentam resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e
infertilidade.®4
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(A) Niveis glicémicos de animais BTBRY% e wild-type machos, estando o inicio da hiperglicemia
indicada pela seta. (B) Niveis glicémicos de animais BTBR°b e wild-type fémeas, estando o
inicio da hiperglicemia indicada pela seta. (C) Razado albumindria/creatiniria de individuos
BTBReP/o e wild-type machos e fémeas, estando o inicio da proteindria nos animais BTBR©b/ob
indicado pela seta.

Fonte: Hudkins KL, Pichaiwong W, Wietecha T, Kowalewska J, Banas MC, Spencer MW, et al.
BTBR Ob/Ob mutant mice model progressive diabetic nephropathy. J Am Soc Nephrol.
2010;21(9):1533-42. Figure 1. BTBR ob/ob mice have markedly increased albuminuria; p. 1535.
Figura 11. Glicemia e proteintria de animais BTBR°® machos e fémeas em comparagéo a
animais BTBR wild-type

Com relacdo as modificacGes renais, os camundongos BTBRo0P
apresentam proteinuria de maneira tempo-dependente, podendo-se observar o0 aumento
significativo da albuminuria em relacdo ao BTBR wild-type a partir de oito semanas de
idade (Figura 11C). Outras caracteristicas também estdo presentes nesse modelo, como
hipertrofia glomerular, acimulo de matriz mesangial, espessamento da MBG, hialinose
arteriolar focal, mesangidlise, fibrose intersticial de leve intensidade, e perda de
poddcitos. Portanto, o BTBRY°0 ¢ o modelo pré-clinico mais robusto para o estudo da
DRD por apresentar caracteristicas iniciais da doenca em humanos.®445)

Ainda, esse modelo apresenta o potencial de reversdo da DRD com
0 restabelecimento dos niveis de leptina. Isto é, a administracdo de leptina em
camundongos BTBR®P°® reverte as alteragdes estruturais e funcionais decorrentes da

doenca.(?6:45)
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2.4.2 Genotipagem

Os animais BTBRY°b s3o identificados pelo fenétipo e seu gendtipo
é confirmado pela genotipagem para o alelo do gene da leptina. O processo da
genotipagem ocorre da seguinte forma: coleta-se um fragmento da cauda do animal e o
DNA é extraido por meio de um processo de lise com solucdo de 25mM NaOH/0,2Mm-
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA — ethylenediamine tetraacetic acid), por uma hora
em incubacéo a 98°C, sob agitacdo a 300 (rotations per minute) RPM. Em seguida, o
processo é interrompido com a adi¢do de solugdo 40mM Tris-HCI pH 5,5 e centrifugacéo
a 10.000 RPM a 4°C durante 10 minutos. Entdo, é realizada a reacdo de polymerase
chain reaction (PCR) com MasterMix (ThermoScientific), agua e os seguintes primers
(Sigma-Aldrich):

IMR1151 TGTCCAAGATGGACCAGACTCACAGGTTCTACCTGGTCTGAG
IMR1152 ACTGGTCTGAGGCAGGGAGCATGACCAGACTCCGTCCCTCGT

Em seguida, é feito o processo de digestdo com enzima de restricéo,
Ddel (Promega, EUA), durante uma hora a 37°C. Por fim, realiza-se a corrida das
amostras em gel de agarose 3% junto com padrao de pares de base (pb), DNA-ladder
de 50pb (ThermoFisher), e a imagem é obtida em um fotodocumentador. O genétipo é
determinado pelo tamanho das bandas expressas e vistas no gel: bandas de 55 e 100pb
representam o animal mutante (BTBR°°"); bandas de 55, 100 e 155pb representam o
animal heterozigoto; e apenas a banda de 155pb representa o animal BTBR selvagem

ou wild-type (Figura 12).

155 bp
100 bp

55 bp

Setas indicando o gendtipo mutante (ob/ob).
Figura 12. Genotipagem de animais BTBReob/ob



26

2.4.3 Manuseio

Realizamos um projeto piloto para avaliar a seguranca do uso do
iISGLT2 empagliflozina em animais BTBR®® (SGPP 4315-20) e pudemos refinar os
cuidados e manuseio no biotério. Como resultado, estabelecemos a pratica do
preenchimento diario de um checklist (Anexo 1) que avalia diferentes parametros do
animal e da gaiola em que € mantido, sendo alguns deles:

e Troca e umidade da caixa e desobstru¢cdo do camundongo: o
animal é BTBR°Y° polilirico e apresenta glicosuUria elevada, caracteristicas que séo
aumentadas com a administracdo de iISGLTZ2. Portanto, os animais utilizados no projeto
foram mantidos em gaiolas individuais, que foram trocadas frequentemente quando a
umidade atingia mais de 50% da maravalha. Além disso, por ser obeso, o animal tem
dificuldade para realizar a higiene da regido geniturinaria, o que contribui para a
sedimentacao de urina e obstrucao da uretra, o que pode dificultar a mic¢cdo e aumentar
o desenvolvimento de infeccdes no trato urinario. Nesse sentido, realizou-se a
desobstrucéo por meio da retirada do sedimento através da apalpacao da regiéo.

e Reidratacdo com ringer lactato: por conta da polidria, o animal
desidrata e necessita de reposicdo eletrolitica. Nesses casos, realizou-se por via
subcutéanea no dorso do animal a injecdo de 1mL de ringer-lactato, uma solu¢do que
possui em sua composicao sodio, potassio, cloreto e célcio.

Além disso, realizamos também a urindlise por meio da fita de analise
Combur!® Test M (Roche). Observamos, principalmente apos o inicio do tratamento com
iISGLT2, alteracdo do pH, presenca de nitrito e leucécitos, parametros que indicam
infeccdo urinaria. Por isso, estabelecemos a adi¢do de antibiético na agua do bebedouro
na semana de inicio do tratamento com iISGLT2. A urinalise na semana seguinte mostrou

retorno aos parametros normais.

2.4.4 Grupos e delineamento experimental

Os animais utilizados no projeto foram divididos nos seguintes grupos
experimentais:

e Grupo BTBRob/°b;

e Grupo BTBROP°b + Tx;
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e Grupo BTBRO° + {SGLT2;

e Grupo BTBRO/ + {SGLT2 + restricdo caldrica (RC) + veiculo
(salina);

e Grupo BTBR% +{SGLT2 + RC + CTMs-MO.

O camundongo é um modelo progressivo de DRD.®*4 Sendo assim,
investigamos o potencial de terapias experimentais em dois time-points: um time-point
intermediario de quatorze e quinze semanas de idade; e um time-point tardio para analise
das alteracGes mais cronicas da doenca, em dezoito a vinte semanas de idade. Assim,
o projeto foi delineado alocando 6 animais por grupo, sendo 0 nimero amostral de 6 x 5
X 2 = 60 animais. Todavia, como visto, o animal apresenta maior chance do
desenvolvimento de complicagdes, tais como infeccdo geniturinaria e desidratacéo.
Portanto, esses fatores foram considerados no célculo do nimero amostral e, por conta
disso, atribuiu-se um coeficiente de atrito de 20%, adicionando 60 + 20% = 72 animais.

Ao final do acompanhamento dos animais, a eutanasia foi realizada
por sobrecarga por via inalatéria do anestésico isofluorano (Isoforine®, Cristalia) e, em
seguida, realizou-se a perfusdo com soro fisioldgico. Para tanto, o soro foi injetado com
fluxo constante no ventriculo esquerdo e o atrio direito foi pincado para saida do volume

perfundido. Por fim, rins e pancreas foram coletados.

2.4.5 Grupo experimental: inibidor do cotransportador de sédio e glicose 2

O inicio do tratamento com iISGLT2 foi iniciado entre cinco e seis
semanas de idade, periodo em que o animal comeca a desenvolver DM (Figura 11A).
Para tanto, os animais receberam racéo ad libitum contendo o iISGLT2 empagliflozina
(Jardiance®, Boehringer Ingelheim) na dose de 25mg por quilograma de racéo até o final

do acompanhamento.

2.4.6 Grupo experimental: inibidor do cotransportador de sédio e glicose 2 +

restricdo caldrica

A RC foi utilizada como estratégia complementar ao tratamento com
empagliflozina. A intervencéo de RC foi utilizada como forma de mimetizar a mudancga
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dos habitos alimentares que ja ocorre na pratica clinica e, além disso, ja foi demonstrado
que apresenta beneficios para a reducéo da progressdo da DRD no BTBR©°P (24) para
tanto, o calculo da RC se baseou no consumo de racdo do Grupo iSGLT2 sem restricdo.
Desse modo, utilizou-se RC de 30% em relacéo ao valor médio diario consumido pelo
grupo sem restricdo, isto €, os animais em restricdo receberam 70% da quantidade de
racao consumida pelos animais do Grupo iSGLT2.

Ao inicio do projeto, o animal recebia a quantidade de ragéo calculada
para uma semana, porém observamos que era consumida completamente em um dia.
Portanto, estabelecemos a reposicdo diaria da quantidade calculada para apenas um
dia. Ademais, também estipulamos o condicionamento do animal para a RC em quatro
a cinco semanas de idade, periodo ainda sem iISGLT2, para acostuma-lo com a menor
guantidade de racéo antes do recebimento da ragéo contendo a medicacao.

Ademais, com 8 a 10 semanas de idade, os animais alocados neste
grupo receberam duas doses de injecédo intraperitoneal com 500uL de solucdo de cloreto
de sddio 0,9% (veiculo) apds a assepsia do local da aplicagdo com solucao alcodlica de
clorexidina a 0,5% (Riohex®, Rioguimica, Brasil).

2.4.7 Grupo experimental: inibidor do cotransportador de sédio e glicose 2 +

restricdo caldrica + CTMs-MO

Em associacdo ao tratamento com iISGLT2 e RC, os animais
receberam terapia com CTMs-MO. Estabeleceu-se a administracdo de duas doses de
1,2x10° células, entre oito e dez semanas de idade. Esse time-point foi escolhido pois é
o periodo em que o animal apresenta elevacao significativa da proteinuria (Figura 11C).

A preparacao da injecao ocorreu no fluxo laminar do laboratério de
histologia do CETEC. Foi realizado o rapido descongelamento e avaliacdo da viabilidade
celular por azul de tripan (= 75%) e as células foram ressuspendidas em 500uL de
solucdo de cloreto de sodio 0,9%. Em seguida, foi feita a assepsia do local da injecdo
com solucéo alcodlica de clorexidina a 0,5% e as células foram administradas por via

intraperitoneal.
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Condicionamento para

restriggio calérica Empagliflozina 25mg/kg/diana ragdo com ou sem restrigdo calérica (30%)

I } -4 i !

4-5 semanas 6 semanas 8 semanas 10 semanas 14-15 semanas 18-20 semanas

1,2x105 CTMs-MO 1,2x10° CTMs-MO Eutanasia e coletade Eutanasia e coleta de
tecidos tecidos

Figura 13. Delineamento experimental in vivo

2.4.8 Grupo experimental: transplante de gordura

A cirurgia do transplante de gordura (Tx) é uma prética rotineira em
Nnosso grupo, tendo sido padronizada durante o projeto “O transplante de gordura como
estratégia para restaurar a fertilidade dos camundongos BTBR°Y°® e aumentar o pool
destes animais no biotério”, desenvolvido sob o SGPP 3309-18. Esse estudo se baseou
nos 4R’s da pesquisa (reduction, replacement, responsibility and refinement), com o
objetivo aumentar a disponibilidade de animais BTBR”°* usados nos projetos do grupo.

O animal BTBR°Y°b é homozigoto recessivo e o cruzamento de
animais BTBR heterozigotos (BTBR"*-) gera cerca de 25% da prole com o genétipo
ob/ob. Com a metodologia do Tx, buscamos restaurar os niveis de leptina e, assim,
reverter a fertilidade desse animal e aumentar o nimero de camundongos BTBRO/oP
nascidos, 50% da prole se a fémea ou 0 macho BTBR°?°" transplantado com gordura for
cruzado com animais BTBR heterozigotos. Como observamos em dados nao publicados
do nosso grupo, o procedimento € efetivo e reverte também os efeitos crénicos da
hiperglicemia nesse modelo, como as alteracdes da DRD.

O procedimento € realizado no centro cirargico destinado a
procedimentos com roedores do CETEC, e os dados da cirurgia e acompanhamento pos-
cirirgico séo registrados na ficha de Tx (Anexo 3). Primeiramente, a sala é preparada
para a cirurgia (Figura 14A). Utiliza-se campo cirdrgico autoclavado, 0s instrumentos sao
esterilizados no equipamento Germinator (Animalab, Pol6nia) e monta-se o circuito da
maguina de anestesia Somnosuite® Low-Flow Anesthesia System (Kent Scientific, EUA).
Nesse sentido, pesa-se 0 animal receptor em uma balanca semi-analitica antes do inicio

da cirurgia para programar o fluxo de anestésico da maquina de anestesia.
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Para a obtenc&o da gordura, séo utilizados animais BTBR wild-type e
heterozigotos, cujos gendtipos sao previamente confirmados por genotipagem. Os
doadores sdo submetidos a eutanésia por overdose anestésica com isoflurano (Cristalia,
Brasil) de 2,5 a 5% e, posteriormente, sdo submetidos a deslocamento cervical. Antes
da coleta de tecido, é realizada a assepsia dos locais de coleta com clorexidina a 0,5%
(Figura 14B). Em seguida, a gordura inguinal (branca) (Figura 14C) e a gordura
interescapular (marrom) (Figura 14D) s&o removidas, transferidas para um tubo de 3mL
e mantidas em isquemia fria. E utilizado um pool de 8 a 12 doadores para cada receptor
até totalizar um volume final de gordura em gramas de 12-15% em relacdo ao peso do
doador. Atingida a quantidade necessaria, verificada em uma balanca semi-analitica, a
gordura é limpa para a remocdo de quaisquer pelos remanescentes (Figura 14E),
homogeneizada apenas uma vez, sendo passada na seringa de 3mL com uma agulha
de 16-gauge, e a injecdo ja pronta é mantida no gelo até a o0 momento da aplicacao
(Figura 14F).

Como receptor, é utilizado um camundongo BTBR®P°b entre 4 a 5
semanas de idade. O animal entdo é submetido a ventilagdo por méscara facial (Figura
14G) e anestesia com uma dose de ataque de isofluorano a 5% e, posteriormente,
mantido, durante a cirurgia, com uma dose de 2-3% do anestésico inalatério. Entdo, é
realizada a assepsia com clorexidina a 2% (Riohex®, Rioquimica, Brasil) do dorso do
animal, posicionado em decubito ventral. Em seguida, injeta-se um volume 100-200puL
por infusdo de cada tipo de gordura em regides proximas aos locais de coleta. Isto €,
aplica-se a gordura marrom na regido anterior do dorso do animal, perto da regido
interescapular (Figura 14H), enquanto a gordura branca é injetada na regido posterior
(Figura 141).

Ao final da cirurgia, o animal é retirado da méascara facial e recebe

analgesia com cloridrato de tramadol na dose de 40mg/kg por via intramuscular (Figura

peso do receptor(g)x 40

14J). Para tanto, o volume é calculado por meio da seguinte formula:
dose estoque

Por fim, o animal é colocado em uma gaiola limpa sozinho, para
acompanhamento pdés-cirdrgico. No dia posterior, é feita novamente a analgesia com
cloridrato de tramadol (Cristalia) na dose de 40mg/kg por via intramuscular e a assepsia

do dorso com clorexidina a 2%, de modo a garantir a limpeza do sitio operatorio.
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(A) Preparacéo do centro cirdrgico. (B) Assepsia dos locais de coleta de gordura em animais
doadores. (C) Coleta da gordura branca inguinal. (D) Coleta da gordura marrom interescapular (E)
Limpeza dos tecidos coletados para retiradas de pelos. (F) Preparacdo das inje¢cdes mantidas em
isquemia fria. (G) Animal receptor é submetido a anestesia por méascara facial. (H) Administragdo
da gordura marrom préximo a regido interescapular. (l) Injecdo da gordura branca na regido
posterior do dorso do receptor. (J) Analgesia por administracao intramuscular.

Figura 14. Procedimento cirargico do transplante de gordura

Como mencionado, um dos objetivos da metodologia do transplante
é reverter a fertilidade do camundongo BTBR°b e, assim, aumentar a quantidade de
animais nascidos com esse genoétipo. Por conta disso, apés o animal se recuperar da
cirurgia, é colocada uma fémea na gaiola, criando-se assim uma matriz.

Sendo assim, diferente dos demais grupos experimentais, o animal
que realizou Tx ndo foi mantido isolado na gaiola. Portanto, ndo foi possivel realizar o
controle do consumo de racao deste grupo. Todavia, as demais coletas e intervengoes,
as quais foram registradas na ficha de acompanhamento do animal (Anexo 2), tais como

peso, glicemia de jejum, gaiola metabdlica e plasma, foram realizadas normalmente.

2.4.9 Glicemia capilar de jejum

Os animais ficaram em jejum por 6 horas para a coleta de dados sobre
glicemia, que foi aferida quinzenalmente a partir de 6 semanas de idade através do
aparelho Accu-Chek (Roche-Basiléia, Suica). Com base em estudos anteriores, animais
BTBR wild-type apresentam glicemia capilar de jejum até 200mg/dL,(3944:4548) portanto
consideramos valores acima deste como diagnéstico de DM em nossos animais
BTBRob/ob_
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2.4.10 Analise bioquimica urinaria

Para realizar a coleta de urina, o animal foi mantido em gaiola
metabdlica com acesso a agua e ragdo durante 6 horas. A gaiola metabdlica € um
equipamento que separa as fezes da urina, impedindo a contaminagcdo para analise
biogquimica. Sendo assim, a coleta foi realizada nos seguintes time-points: 5-6, 8, 10, 14
e 18-20 semanas de idade.

Realizamos analise bioquimica de creatinina, albumina e glicose, e
eletrolitica de sddio. Nesse sentido, creatinuria, glicosuria e natriurese foram avaliadas
pelo analisador bioquimico automéatico Cobas Advantage Blood Glucose Monitor®
(Roche, Suica), enquanto a albuminuria foi quantificada usando um kit de enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) especifico para albumina murina (ab108792, Abcam,
EUA).

2.4.11 Creatinina sérica

A coleta de plasma foi realizada nos seguintes time-points: 5, 8, 10,
14 e 18-20 semanas de idade. A creatinina sérica foi quantificada pelo analisador

bioquimico automatico Cobas® (Roche, Suica).

2.4.12 Avaliacao histolégica

Apoés a eutanasia, uma porcéo de tecido renal dos camundongos foi
imediatamente fixada em formol 4%, por 24 a 48 horas. Em seguida, os tecidos foram
processados em alcool nas crescentes concentracdes: 70, 80, 95 e 100% e xilol, sendo
por fim imersos em parafina. Ao fim, foram incluidos em blocos de parafina, seccionados
em cortes de 3,5um em micrétomo e fixados em laminas para microscopia. Para as
analises, foi utilizado o microscépio IX-51 (Olympus Life Science, EUA) e o software

CellSens Dimension (Olympus Life Science, EUA).
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2.4.13 Hematoxilina e eosina

A coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) foi realizada em seccdes
de rim e pancreas para analise da morfometria de glomérulos e ilhotas pancreaticas,

respectivamente.

2.4.14 Acido periédico de Schiff

Essa coloracao identifica os glicosaminoglicanos presentes na matriz

mesangial e, portanto, foi utilizada para a avaliacdo da expansdo mesangial.

2.4.15 Imuno-histoquimica

O processo de peroxidacdo lipidica € uma cascata de reacdes
resultantes da acéo dos radicais livres sobre os lipidios de membranas celulares. Sendo
assim, realizamos a analise do estresse oxidativo tecidual por meio de imuno-
histoquimica (IHQ) com o anticorpo para o marcador de peroxidacdo lipica 4-
Hidroxinonenal (4-HNE — anti-4 hydroxynonenal rabbit polyclonal, ab46545, Abcam,
EUA)®948) e o kit EnVision FLEX High pH kit (K8000, DAKO, EUA).

Além disso, essa metodologia também foi utilizada como forma de
quantificacdo do numero de poddcitos. Nesse sentido, avaliamos esse parametro
utilizando a marcacéao para a proteina Wilms’ tumour-1 (WT-1), cuja expressao nuclear
em poddocitos é amplamente utilizada como estratégia para mensuracdo de
poddcitos.(394445.48) Para tanto, utilizamos o anticorpo anti-WT1 (anti-WT1; #sc-192—
Santa Cruz Biotechnology, EUA) para contagem de poddécitos em 30 glomérulos por

animal.

2.5 Avaliacéo da expresséo génica

A expressao de diferentes genes foi avaliada por PCR quantitativo em

tempo real (RT-gPCR — quantitative real time polymerase chain reaction). Amostras de
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tecido renal foram estocados em solucdo RNA Later (Sigma-Aldrich, Merck, Alemanha)
a -80°C, de modo a evitar degradacdo do material. Em seguida, extraimos o RNA total
de porcdes corticais e realizamos a purificacdo em colunas do kit RNease mini kit
(QIAGEN, Alemanha). O RNA obtido foi, entdo, quantificado no equipamento Nanodrop
(ThermoFisher Scientific, EUA) e utilizado em concentracdo de 10ng/uL para a sintese
de complementary deoxyribonucleic acid (cDNA), por meio do kit de transcricdo reversa
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA).

Para a realizagéo da PCR, foram utilizados 2uL do cDNA e 18uL de
TagMan™ Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, EUA) e sondas Tagman
(ThermoFisher Scientific, EUA) (Tabela 1), totalizando 20uL de volume final para cada
reacdo. Cada amostra foi analisada em duplicata no equipamento QuantStudio 6 real-
time PCR System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢cdes de ciclagem e
temperatura: 50°C por 2min, 95°C por 10min, e 40 repeticdes do ciclo de 95°C por 20s
e 60°C por 1min.

Como gene housekeeping para controle endbégeno, utilizamos a
betaglucuronidase (GUSB, MmO01197698 m1l

ThermoFisher Scientific, EUA). As sondas utilizadas para a avaliacdo da expressao dos

- Tagman Endogenous Control —

genes de interesse estao listadas na tabela 1.

Tabela 1. Genes avaliados por RT-gPCR e suas
respectivas sondas

Gene Sonda
Kl MmO00502002_m1 - KI - Tagman
Nphsl MmO01176615 g1l - Nphsl - Tagman
Actn4 MmO00502489 m1 - Actn4 - Tagman
Synpo2 MmO03809162_m1 - Synpo2 - Tagman
Nox4 MmO01317080_m1 - Nox4 - Tagman
Trpc6 MmO01176083_m1 - TRPC6 - Tagman
Ace2 MmO01159003_m1 - Ace2 - Tagman
Ace MmO00802048_m1 - Ace- Tagman
WT1 MmO01337048_m1 - WT1 - Tagman
Hof MmO01135184 m1 - Hgf - Tagman

2.6 Avaliacéo dos resultados

Os resultados foram expressos como média * desvio padréo ou erro

padrao da média. Primeiramente, realizamos a analise estatistica por teste de
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normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, caso houvesse normalidade na distribuicdo das
amostras, foi feita analise de variancia (ANOVA — analysis of variance) one-way para
analises de uma variavel, seguida de pds-teste de Tukey. Em caso de medidas repetidas
ao longo do tempo, foi feita ANOVA two-way ou teste de modelo misto, sendo este para
guando havia diferencas no niumero de observacdes em medidas repetidas; sendo feita
a correcao de Geisser Greenhouse’s épsilon para néo esfericidade quando aplicavel.
Para multiplas comparag6es, foi feito o pos-teste de Tukey. Em caso de ndo normalidade
na distribuicdo das médias amostrais, usamos teste de Kruskall-Wallis ou teste multiplo
com correcao de Dunn para comparacdes multiplas. A analise estatistica foi feita usando
o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, EUA), sendo considerados

estatisticamente significantes valores-p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Transplante de gordura como grupo comparéavel ao animal BTBR wild-type

Observa-se que os valores de glicemia capilar de jejum dos grupos Tx
e BTBR wild-type foram menores em comparacéo a glicemia do animal BTBR°°b nos
time-points de 8 a 15 semanas, porém nao foram diferentes entre si nessas mesmas
idades. Contudo, em 20 semanas, apenas o animal wild-type apresentou valores de
glicemias menores que o Grupo BTBRb enquanto ndo obtivemos diferenca
significativa entre os grupos Tx e BTBRY°b (Figura 15A).

Além disso, em relacdo a glicosuria, os animais Tx e wild-type
apresentaram valores menores do que os animais BTBR°"°°, porém n&o diferiram entre
si (Figura 15B). Ademais, analisando o parametro peso, obtivemos que o grupo wild-type
apresentou ganho de peso ao longo do tempo menor do que os animais dos grupos Tx

e BTBR°0 enquanto estes nao diferiram entre si (Figura 15C).
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Figura 15. Comparacédo de dados funcionais de animais BTBR®°b, Tx e BTBR wild-type

3.2 Consumo de racao

Realizamos a andlise do consumo de racdo como forma de calcular a

guantidade de racdo a ser dada para os grupos com RC (Figura 16). Dessa forma,

pudemos observar o padrdo de consumo dos grupos experimentais ao longo do tempo

de acompanhamento, com excec¢ao do Grupo Tx. Como mencionado, esse animal foi

mantido em casal, uma vez que foi utilizado também como matriz para geragdo de

animais BTBR®Y°b para o estudo.

Em comparacdo ao grupo que recebeu apenas iSGLT2, os animais

ISGLT2 + RC e animais iSGLT2 + RC + CTM-MO apresentaram consumo reduzido,

como planejado no delineamento experimental.
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n=9-12. *p<0,05; média + desvio padrdo da média. Modelo de efeito misto, com pds-teste de
Tukey para comparacdes multiplas.

Figura 16. Consumo de ragdo ao longo do tempo dos animais BTBR wild-type, BTBRO0b,
iISGLT2,iSGLT2 + RC e ISGLT2 + RC + CTMs-MO

3.3 Variacao do peso

Como forma de avaliar o impacto das estratégias terapéuticas sobre
a obesidade dos animais, analisamos os valores de peso ao longo do tempo. Com
relacdo a analise desse parametro em gramas (Figura 17A), ndo pudemos obter
diferencas significativas no ganho de peso. Ainda, na analise da variacdo de peso em
porcentagem em relacdo ao inicio do acompanhamento (Figura 17B), novamente nao

obtivemos relevancia estatistica.
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@ BTBR® @ iSGLT2 iSGLT2 + Restricdocalérica @ iSGLT2 + Restricdo caldrica+ CTM-MO @ Tx

(A) Variacéo do ganho de peso em gramas ao longo do tempo. (B) Variagdo do ganho de peso em
porcentagem em relagéo ao inicio do acompanhamento. n=6-12; média + desvio padrdo da média.
Figura 17. Variacdo do ganho de peso ao longo do tempo dos animais BTBRY°b iSGLT2, iISGLT2
+ RC, iISGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx

3.4 Glicemia de jejum

Com o objetivo de analisar o impacto das abordagens terapéuticas,
avaliamos a variacéo da glicemia capilar de jejum ao longo do tempo (Tabela 2). Sendo
assim, observamos que no inicio do acompanhamento, com 5 a 6 semanas de idade, o
grupo iSGT2 + RC + CTMs-MO apresentou valores de glicemia menores em comparacao
aos grupos BTBROY°b e iSGLT2, como possivel resultado do condicionamento com
quantidade reduzida de racéo antes da exposi¢cao ao iISGLT2.

Ja4 nos time-points de 7 e 8 semanas, observamos reducao
significativa da glicemia apenas no Grupo Tx em relacdo ao BTBR°Y°, Enquanto que,
com 9 a 10 semanas de idade, identificamos a reducao dos niveis glicémicos do Tx em
comparacao a todos os demais grupos experimentais.

Contudo, foi possivel constatar a eficacia da terapia com CTMs-MO
sobre o controle glicémico a partir de 11 a 12 semanas de idade, tendo sua glicemia
reduzida em relacdo ao BTBR”° observando-se também que o Tx manteve valores
abaixo dos identificados no grupo sem intervencéao.

Porém, com 14 a 15 semanas de idade, periodo em que observamos
0 pico de glicemia no BTBR®® pudemos identificar que todas as abordagens
terapéuticas testadas até o momento resultaram na reducdo significativa da glicemia:
iISGLT2; iSGT2 + RC, iISGT2 + RC + CTMs-MO, e Tx. Ainda nesse time-point, também
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pudemos observar diminuicéo da glicemia dos grupos iSGT2 + RC + CTMs-MO e Tx em
relacdo aos animais que receberam apenas o ISGLT2. Todavia, esse efeito sobre a
glicemia tanto das intervencfes convencionais quanto da terapia celular n&o foi obtido
nos time-points mais tardios de 16 a 20 semanas, periodo em gue constatamos apenas

a eficacia do Tx para a reducdo da glicemia em comparacdo ao BTBROP°b,

Tabela 2. Variacdo da glicemia capilar de jejum ao longo do tempo dos grupos BTBR0 iSGLT2, iSGLT2
+ RC, iSGLT2 + RC + CTM-MO, e Tx

(Sgdrﬁ‘gﬁ;s) BTBR™ iSGLT2 iSGLT2 + RC 'SG(':'TTIa_ngC * Tx
5-6 261 (£103,5)  253,4 (x99,1)  164,3 (¢389)  144,6 (x29)*" 180,8 (+64,3)
7-8 347,9 (£100,7)  254,3 (£76,1) 243,4 (£44,1) 245,9 (155,1)a 193,1 (143,8)a
9-10 393 (+113,9) 282 (£79,3)  282,8(82,7)  289,1(87,9) 1898 (+52,7)"""
11-12 377 (x108) 275,6 (*114,8) 270,6 (+83,9) 230,5 (+80,1)" 212,3 (+41,3)°
14-15 464,8 (+103,8) 343,3 (+71,9)° 277,8 (¢81,9)° 203,8 (276,7)" 187 (+59,9)""
16-17 361,5 (£76,2) 288,8 (+84,8) 285,8 (£124,8) 219,2 (£76,6) 198,8 (igg)a
18-20 322,8 (£72,5) 287,8 (£94,9) 300,6 (£85,2) 266,2 (£115,2) 192,8 (i3;|_,7)a

Valores de glicemia em mg/dL por time-point dos grupos experimentais BTBRY% iSGLT2, iSGLT2 + RC,
iISGLT2 + RC + CTM-MO, e Tx. n=9-12. 2 p<0,05 versus BTBRe®b°b b p<0,05 versus iSGLT2, ¢ p<0,05
versus iSGLT2 + RC, 94 p<0,05 versus iSGLT2 + RC + CTM-MO; média + desvio padrédo. Modelo de efeito
misto, com pos-teste de Tukey para comparacdes multiplas.

3.5 Morfometria das ilhotas pancreaticas

Como forma de avaliar o impacto das intervencgdes sobre a hipertrofia
das ilhotas pancreaticas, realizamos a morfometria dessas estruturas (Figura 18A).
Identificamos reducéo significativa da area das ilhotas pancreéticas nos grupos Tx e com
associacao da terapia celular em relacéo ao grupo controle sem intervengcéo em 14 a 15
semanas de idade, condizente com a histologia (Figura 18B). J& no time-point mais
tardio, observamos apenas significancia entre os grupos Tx e BTBR°? enquanto os
demais grupos apresentaram apenas o potencial de diminuicdo desse parametro em

relacéo ao controle.
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(A) Quantificagdo da area glomerular em pm2. (B) Imagens representativas da histologia das
ilhotas pancreaticas dos grupos BTBReob iSGLT2, iISGLT2 + RC, iSGLT2+ RC + CTMs-MO,
e Tx, de 14 a 15 semanas e 18 a 20 semanas de idade, corados com HE. Imagens em aumento
de 20X. n=5-6; *p<0,05; média + desvio padrdo da média. Modelo de efeito misto, com pos-
teste de Tukey para comparagdes multiplas.

Figura 18. Avaliacao da area das ilhotas pancreéticas em 14-15 e 18-20 semanas de idade
dos grupos BTBRY°b iSGLT2, iISGLT2 + RC, iSGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx

3.6 Taxa de filtragdo glomerular

Realizamos a analise da variagdo da TFG longo do tempo nos grupos
experimentais como forma de avaliar o efeito das intervencbes na hiperfiltracdo
glomerular. Todavia, ndo identificamos diferencas entre os grupos em nenhum dos time-

points analisados (Figura 19).
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Analise da variagdo da taxa de filtragdo glomerular em pyL/mL dos grupos BTBR%ob iSGLT2,
iISGLT2 + RC, iSGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx. n=5-6.

Figura 19. Variagcdo da taxa de filtracdo glomerular ao longo do tempo dos grupos
experimentais

3.7 Glicose e sddio urinarios

O mecanismo de acéo dos iISGLT2 € a inibicdo da reabsorcéo renal
de glicose e, como consequéncia, de sodio, levando assim ao aumento da glicosuria e
da natriurese. Portanto, avaliamos esses parametros como forma de avaliar a eficacia
do tratamento.

Primeiramente, na avaliacdo da glicosUria entre 0S grupos
experimentais em valores absolutos, identificamos niveis estatisticamente reduzidos nos
animais Tx em comparac¢ao a todos os demais grupos nos time-points de 7 a 15 semanas
de idade. Porém, ndo observamos diferencas entre animais BTBR°"° e expostos ao
ISGLT2 (Figura 20A).

Contudo, a glicosuria € uma medida que pode sofrer a interferéncia
de diversos fatores, tais como massa muscular e funcdo renal. Nesse sentido,
normalizamos os valores de glicose urinaria pela creatiniria como estratégia de retirar
essa influéncia e medir a glicosuria de forma mais precisa. Sendo assim, obtivemos
novamente valores significativamente reduzida nos animais transplantado em relagéo a

diferentes grupos experimentais de 7 a 15 semanas de idade (Figura 20B).
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Em seguida, analisamos a natriurese em valores absolutos e
observamos diferenca estatistica apenas entre os grupos BTBR°® e i{SGLT2 + RC no
time-point de 14-15 semanas (Figura 20C). Com o objetivo de obter uma anélise mais
precisa, normalizamos novamente esse parametro pela creatindria. Dessa forma,
constatamos que o Grupo Tx apresentou menor excrecdo de sodio em comparagao ao
BTBRob/ob no time-point de 5-6 e 9-10 semanas de idade; em relacdo a monoterapia
com iSGLT2 em 9-10 e 14-15 semanas; em comparac¢ao ao Grupo iSGLT2 + RC em 91-
0 e 18-20 semanas; e também em relagdo ao grupo tratado com a terapia celular no
time-point de 18-20 semanas. Ademais, foi possivel notar um aumento visual da
natriurese com a terapia com iSGLT2 em alguns time-points, apesar de néo significativo
(Figura 20D).
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padrdo da média. Modelo de efeito misto, com pos-teste de Tukey para comparacdes
multiplas.

Figura 20. Niveis de glicoslria e natriurese ao longo do tempo dos grupos BTBRoPob,
iISGLT2,iSGLT2 + RC, iSGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx
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3.8 Albumindria

Como estratégia para analisar o impacto das estratégias sobre a
funcd@o podocitaria, e consequentemente, sobre a manutencdo da barreira de filtracao
glomerular, realizamos a quantificacdo da albuminudria ao longo do tempo.

O camundongo BTBR®M°" apresenta o inicio da proteindria com 8
semanas de idade, como descrito anteriormente.®* Sendo assim, a partir desse time-
point € possivel observar que esse modelo apresenta um padréo progressivo de aumento
dos niveis de albuminuria até 14 a 15 semanas de idade, periodo em que identificamos
0 pico da albumindria, e posterior declinio até 18 a 20 semanas, comportamento
semelhante ao mostrado em um estudo anterior de nosso grupo.©?

O grupo que realizou o Tx, por sua vez, apresentou progressao
reduzida da albuminuria ao longo de todo o acompanhamento em relacdo ao Grupo
BTBR°"°b, Nos demais grupos, entretanto, ndo identificamos significancia nos niveis de
albuminuria em comparacdo ao controle sem intervencao.

Todavia, foi possivel constatar que as abordagens terapéuticas
avaliadas possuem o potencial para a reducédo da progressdo desse parametro, visto
que ndo apresentaram o pico de albumindria observado no BTBR°Y°, Com a
monoterapia com iISGLT2, é possivel observar um padréo de reducdo dos niveis de
albumindria ao longo do tempo, enquanto a associacao de RC e, principalmente, de
CTMs-MO se mostraram estratégias para a menor variacdo da albuminuria, seguindo

um comportamento semelhante ao Grupo Tx.
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Andlise da variacdo dos niveis de albuminiria em pg/mL dos animais BTBRoY,
iISGLT2,iSGLT2 + RC, iISGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx. n=5-6; *p<0,05; média + desvio
padrdo da média. Modelo de efeito misto, com pos-teste de Tukey para comparagdes
mdltiplas.

Figura 21. Avaliagdo da progressé@o da albuminiria ao longo do tempo nos grupos
experimentais

3.9 Andlise histoldgica glomerular

Como analise da morfometria dos glomérulos, realizamos a
quantificacdo da area glomerular nos grupos experimentais. Nao observamos diferenca
estatistica entre 0s grupos tanto em 14 a 15 quanto em 18 a 20 semanas de idade (Figura
20A). Contudo, quando avaliamos esse parametro no time-point tardio da DRD em
comparacao aos valores obtidos com 14 a 15 semanas (Figura 20B), verificamos que 0s
grupos BTBRY% e [SGLT2 apresentaram reducdo da area glomerular de,
aproximadamente, 22 e 31%, respectivamente, enquanto os demais grupos mostraram
aumento, sendo essa elevacgao de cerca de 6,3% nos animais iISGLT2 + RC, 12,9% no
ISGLT2 + RC + CTMs-MO, e 2,8% no Tx.
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Figura 22. Avaliacdo da area glomerular em 14-15 e 18-20 semanas de idades dos grupos
BTBReobob iSGLT2, iSGLT2 + RC, iISGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx

Ja em relacdo a expansao mesangial, novamente ndo constatamos
diferencas significativas entre os grupos experimentais em ambos os time-points (Figura
21A). Porém, quando comparamos a variacao desse parametro em 18 a 20 semanas de
idade em relacdo a 14 e 15 semanas (Figura 21B), obtivemos maior aumento da
expansdo mesangial no Grupo BTBROY°b (158%), enquanto nos demais animais
observamos atenuacédo do aumento desse parametro (iISGLT2, 4,7%; iISGLT2 + RC +
CTMs-MO, 7,1%; e Tx, 5,8%), e reducao de 20% no Grupo iSGLT2 + RC; condizente
com a histologia (Figura 22).
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Figura 23. Avaliacdo da expansdo mesangial em 14-15 e 18-20 semanas de idades dos
grupos BTBR®P0 iSGLT2, iSGLT2 + RC, iSGLT2 + RC + CTMs-MO, e Tx
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Imagens representativas da histologia glomerular dos grupos experimentais através da
coloracdo com acido periédico de Schiff. Imagens em aumento de 40x.

Figura 24. Deposicdo de matriz mesangial nos animais BTBRo°b iSGLT2, iISGLT2 + RC,
iISGLT2+ RC + CTMs-MO, e Tx, de 14 a 15 semanas e 18 a 20 semanas de idade

3.10 Expresséao génica

Realizamos a anadlise da expressdo génica (fold change) tecidual
cortical de diferentes marcadores em relacéo ao animal BTBRob/eb,

Para a avaliar do impacto das abordagens sobre a expressdo de
marcadores podocitarios, primeiramente avaliamos a expressédo de WT-1 (Figura 25A).
Identificamos que 0s grupos experimentais apresentaram niveis diminuidos da
expressdo génica de WT-1 em relagéo ao grupo sem intervengcédo com 14 a 15 semanas
de idade, porém, no time-point mais tardio, observamos o aumento da expressao no
grupo com terapia associada, com maior potencial de elevacdo na combinacdo com a
terapia celular. Este achado indica maior preservacéo dos poddcitos nos grupos tratados.

Ja na andlise da expressdo do gene nphsl, que codifica a nefrina,
uma proteina responsavel pela manutencdo da estrutura e funcdo da fenda
diafragmatica, constatamos niveis reduzidos em comparacdo com o BTBROY°b em
ambos os time-points (Figura 25B). Entretanto, na expressdo do gene que cofidica a
sinaptopodina, uma proteina presente no citoesqueleto podocitario, observamos
elevacdo da expressao nos grupos com a medicacdo e na combinacdo com a terapia
celular em 14 a 15 semanas, sendo a terapia associada a administracdo de CTMs-MO
efetiva para a manutencdo do aumento desse aumento até 18 a 20 semanas, enquanto
0 Grupo iSGLT2 se iguala aos niveis de expressédo do BTBR°Y°? (Figura 25C).

Em relagdo a expressdo de a-actinina-4, outra proteina do

citoesqueleto, verificamos aumento no Grupo iISGLT2 em 14 a 15 semanas em
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comparacdo ao BTBR°?, porém reduzida no time-point mais tardio e nos demais grupos
experimentais (Figura 25D).

Com relacdo a expressdo dos componentes da via Ang
[I/Nox4/TRPC6, observamos que o0 grupo em monoterapia com iISGLT2 apresenta
expressao génica aumentada de Nox4 em ambos os time-points em comparacdo com o
animal BTBRY°b, enquanto os animais Tx e 0s que receberam a associacdo de
intervencdes apresentaram, respectivamente, expressado reduzida e expressao
equivalente em comparagdo ao grupo nao tratado (Figura 25E). JA& em relacdo a
expressdo génica de TRPC6 notamos um comportamento semelhante, porém com
aumento dos niveis nos grupos iSGLT2, iISGLT2 + RC + CTM-MO e Tx quando
comparados ao BTBR/°" (Figura 25F).

Ademais, investigamos também a expressao dos genes ace e ace2,
gue codificam ECA e ECA2, respectivamente, e, assim, avaliar a ativacdo do SRAA intra-
renal. Nesse sentido, identificamos o aumento de ECA em todas as abordagens, tendo
obtido significancia entre o Tx e os demais grupos experimentais (Figura 25G). Na
expressédo de ECA2, no entanto, o Tx se mostrou reduzido em comparagédo ao animal
diabético BTBR®Y°b, Entretanto, observamos também que os animais que recebem a
intervencdo com iISGLT2 possuem maior expressado de ECA2, sendo a combinacédo com
CTMs-MO mais efetiva em comparacdo a monoterapia em 14 a 15 semanas, mantendo-
se elevado em relagdo ao BTBRY% até 18 a 20 semanas de idade (Figura 25G). Nesse
sentido, a razéo entre a expressado de ECA2 e ECA indica o direcionamento para a via
renoprotetora ECA2/Ang (1-7)/Mas com a terapia celular (Figura 25I).

Por fim, analisamos a expressao génica de fatores renoprotetores.
Com relacdo a expressdo de HGF, identificamos que a adicdo da terapia celular
promoveu 0 aumento da transcricdo desse fator em comparacdo ao animal sem
intervencdo até 18 a 20 semanas de idade, apresentando um comportamento
semelhante ao Grupo Tx, enquanto a monoterapia e associacdo apenas a RC néo
apresentou esse potencial (Figura 25J). Na expressdo de Klotho, no entanto,
observamos o aumento a nivel de RNA mensageiro em todos 0s grupos tratamento
quando comparados ao BTBR°Y® em 14 a 15 semanas idade, porém identificamos

niveis reduzidos no time-point mais tardio (Figura 25K).
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3.11 Peroxidacéao lipidica

Realizamos a analise do estresse oxidativo tecidual cortical e tecidual
por meio de peroxidagéo lipidica pelo marcador 4-HNE. Sendo assim, obtivemos reducgéo
dos niveis de peroxidagdo lipidica no coOrtex de animais tratados com iSGLT2 em
monoterapia, na associacdo a terapia celular e Tx em ambos os periodos de
acompanhamento em comparacao ao controle sem intervencéo (Figura 26A), condizente
com o observado na histologia (Figura 26C). Contudo, na analise da por¢do medular, o
grupo tratado com o Tx ndo apresentou diferenca da marcacao de 4-HNE com os animais
BTBROY°b Ademais, com 14 a 15 semanas, pudemos observar reducdo do estresse
oxidativo medular no grupo tratado com a terapia celular em relacdo ao controle e ao Tx,
enquanto que em 18 a 20 semanas essa reducdo ainda foi possivel identificar esse
potencial das CTMs-MO, além de também termos obtido significAncia tanto desse grupo
em relacdo a associacdo com RC, e do grupo com monoterapia em comparacdo ao

controle (Figura 26B).
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mudltiplas.

Figura 26. Avaliagdo do estresse oxidativo através da peroxidacgéo lipidica pelo marcador 4-HNE
Nnos grupos experimentais

3.12 Quantificacdo de poddcitos

A gquantificacdo do numero de poddcitos é essencial para avaliar o
potencial das terapias na preservacdo dessas células. Portanto, realizamos essa
mensuracao através da marcacdo de células positivas para WT-1 por glomérulo e
obtivemos, 14 a 15 semanas de idade, significancia entre os diferentes grupos
experimentais: iISGLT2 e BTBR®Y°b: {[SGLT2 + RC e BTBR%; {SGLT2 + RC + CTMs-
MO,e BTBR°b: Tx e BTBRY/%; iSGLT2 + RC + CTMs-MO e Tx; e, por fim, entre iSGLT2
+ RC + CTMs-MO e monoterapia com iSGLT2. Ainda, no time-point mais tardio,
observamos diferenca estatistica, em comparacdo ao controle sem intervencdo, nos
grupos iSGLT2 + RC, iISGLT2 + RC + CTMs-MO e Tx (Figura 27A); sendo a mensuracéo

condizente com o observado na histologia (Figura 27B).
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Figura 27. Mensuracdo da quantidade de poddcitos nos grupos experimentais através da
marcacéo de Wilms’ tumour-1
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4 DISCUSSAO

Frente ao cenario epidémico da prevaléncia de DM e a previsao de
amplo aumento dos casos para as proximas décadas, ha a necessidade da investigacéo
e Iimplementacdo de novas estratégias terapéuticas para a atenuacdo do
desenvolvimento e progresséo de suas complicacoes.

Nesse sentido, utilizamos o animal BTBR”° por ser o modelo mais
robusto para o estudo de DM e DRD. Apesar da classificacdo dos estagios da doenca
em humanos ndo poder ser aplicada em camundongos, esse modelo apresenta
alteracbes semelhantes as vistas nos estagios iniciais da doenca, tais como
hiperglicemia, proteinuria, hipertrofia glomerular, expansdo mesangial, mesangiolise e
perda de poddcitos como forma de avaliar a eficacia de novas terapias.#44%)

Nesse sentido, utilizamos o BTBR/" como forma de investigar o
impacto de diferentes abordagens no surgimento e progressao da DRD, sendo elas a
exposicado a medicacdo de empagliflozina, mudanca nos habitos de vida, representada
pela RC, e terapia com CTMs-MO alogénicas. Em relacdo ao uso da terapia celular,
Nosso grupo ja havia reportado o potencial das CTMs para o tratamento da DRD em
monoterapia nesse modelo. Porém, este € o primeiro trabalho que buscou investigar o
potencial da combinacado de praticas ja adotados na pratica clinica com a terapia celular
no animal BTBROP/0,

Sendo assim, delineamos o estudo de forma a apresentar seu
potencial translacional para seres humanos. Primeiramente, utilizamos o iISGLT2 na
dose de 25mg e administrado por via oral na racédo, sendo ambas empregadas de forma
a mimetizar a clinica.® Além disso, a escolha da infusdo de CTMs por via intraperitoneal
novamente seguiu esse principio.

Por ser menos invasiva, a administracao intraperitoneal possui maior
potencial em seres humanos. Porém, sua capacidade em garantir o tropismo das células
para o tecido renal ainda é controversa. Em estudos pré-clinicos, com heterogeneidade
de que variaram de modelos murinos a suinos, alguns trabalhos néo identificaram CTMs
nos rins apoés a infusdo, enquanto parte obteve resultados positivos que divergiram de
deteccdo em apenas 6rgdos abdominais a distribuicdo sistémica apos alguns dias.(®®)

Entretanto, € importante ressaltar a capacidade enddcrina dessas

células. Esse trabalho buscou investigar o potencial do secretoma das CTMs em
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sinergismo a outras estratégias terapéuticas da DRD. Sendo assim, também avaliamos
a validade da via intraperitoneal para este propoésito e, apesar de ndo termos empregado
metodologias para a averiguar a biodistribuicdo das células, observamos resultados
promissores que indicam a efetividade da via escolhida.

Todavia, vale pontuar que o animal BTBR®°P ¢ obeso e possui grande
guantidade de gordura subcutanea e inguinal no local de administracdo. Portanto, ndo
descartamos a possibilidade de as CTMs terem sido infundidas e permanecido na
gordura branca. Porém, o tecido adiposo é ricamente vascularizado e, sendo assim, ha
o potencial da manutencéo da acéo enddcrinas dessas células.“9)

Ademais, o camundongo BTBR®"° & um modelo ja bem estabelecido
de reversdo da DRD através da administracdo de leptina,?64% e, sendo um modelo
permissivo para a reversao, permite investigar os mecanismos subjacentes as limitacdes
dos tratamentos para DRD. Nesse sentido, como forma de comparacao as intervencdes
propostas, utilizamos a metodologia do Tx para restauracdo dos niveis de leptina e,
consequentemente, reversao do fenétipo diabético.

Para tanto, comparamos os resultados funcionais obtidos nesses
animais, como ganho de peso, glicemia capilar de jejum e glicosuria, em relacdo aos
dados de animais BTBRY°b sem intervencdo e BTBR wild-type, isto €, comparagdo com
animais diabéticos e nao diabéticos.

A leptina atua no controle do peso corporal tanto através da sua acdo
no sistema nervoso central, por meio do estimulo a sintese de neuropeptidios redutores
do apetite e inibicdo de neuropeptidios estimulantes do apetite no hipotalamo,®°5D
quanto sua acédo periférica, sendo exemplos o controle do esvaziamento gastrico que
contribui para a saciedade e a ativacao da termogénese através do aumento da atividade
nervosa simpatica no tecido adiposo marrom.%51) Nesse sentido, estudos que utilizaram
a administracdo exdgena desse horménio no camundongo BTBRY°® mostraram a
reducdo do ganho de peso.(?%4% Tal efeito, no entanto, ndo foi observado em nosso
estudo.

Isso decorre do efeito dose-dependente da leptina.®%53) Sendo assim,
apesar de nao termos avaliado os valores de leptina plasméatica nos animais, é possivel
que a metodologia do Tx néo restabele¢a 0s niveis séricos necessarios para restaurar a
saciedade e o controle de peso, assim como os trabalhos com o hormonio exdgeno

demonstram. Entretanto, a leptina possui acado sobre a glicemia independente da sua
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influéncia sobre o peso corporal, visto que a administracdo mesmo em doses baixas, que
ndo afetam a ingestéo caldrica, resultam na reducéo dos niveis de glicose circulante.®

De fato, obtivemos o controle glicémico esperado com a metodologia
do Tx. Observamos niveis de glicemia e glicosuria semelhantes aos apresentados por
animais BTBR wild-type, tendo ambos 0s grupos tais parametros reduzidos em
comparacéo ao BTBRoP/0b,

A leptina atua em processos como sensibilidade a insulina, captacéo
de glicose e sintese de glicogénio na musculatura esquelética, figado, tecido adiposo e
pancreas, por meio de diferentes mecanismos.®® Como exemplo, ha evidéncias de que
a leptina mimetiza o efeito da insulina através de vias de sinalizacdo associadas ao
transporte de glicose em células musculares.® Além disso, a leptina também apresenta
acao inibitoria sobre a producédo e secrec¢do de insulina pelas células- pancreaticas,®%
mecanismo que reduz a hiperinsulinemia, reducado da resisténcia periférica a insulina e
potencialmente contribui para a preservacdo da morfologia da ilhota pancreatica, vista
tanto em nossos resultados quanto ja descrita na literatura.“>

Em relag&do aos parametros renais, obtivemos em animais do Grupo
Tx reducdo da albuminuria, atenuacédo da expansdo mesangial, diminuicdo do estresse
oxidativo cortical e preservacdo do numero de poddécitos em comparacdo ao Grupo
BTBR°Y°b  achados condizentes com estudos que utilizaram o restabelecimento dos
niveis de leptina para a reversédo da doenca.?%4% Portanto, o animal Tx representa um
animal com a doenca revertida, porém ainda com o background da obesidade; e, sendo
assim, utilizamos esse grupo como controle funcional para a reducéo da progressao da
DRD.

A obesidade, de fato, foi uma condigcdo em que ndo pudemos observar
alteracdes durante o acompanhamento dos grupos experimentais. Nao foi possivel
identificar o efeito das estratégias estudadas sobre o ganho de peso, tanto em valores
absolutos quanto na analise da variacdo em relacdo ao inicio do acompanhamento.

Contudo, a constancia desse parametro pode ser explicada pelo
mecanismo de acdo do ISGLT2, visto que 0 grupo que recebeu a monoterapia com a
medicacdo apresentou ingesta elevada de racdo. Estima-se que, em seres humanos, o0
aumento da glicosuria equivale a um déficit calérico de 3600 calorias, ou 450 gramas,
em um periodo de 14 a 15 dias de exposicdo ao inibidor.?? De fato, em um primeiro
momento, estudos mostraram que o uso de iISGLT2 leva a uma pequena perda de peso,

porém logo ocorre o aumento da ingestao caldrica, possivelmente como um mecanismo
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compensatoério.?4 Nesse sentido, esse efeito combinado a falta da inibicdo da saciedade
pelo knockout de leptina leva ao aumento da hiperfagia nos animais BTBR°/0 (23)

Nesse cenario, h4 a perspectiva da associacdo de iISGLT2 a outras
medicacbes que atuam no controle da saciedade do peso corporal, sendo um exemplo
a classe dos agonistas do receptor de GLP-1 (Glucagon- like peptide-1). O GLP-1 € um
horménio amplamente expresso no intestino que apresenta um impacto positivo sobre a
homeostase energética e de glicose. Por meio do estimulo & secrecdo de insulina
dependente de glicose e inibicdo da secrecdo de glucagon, além de reduzir o
esvaziamento gastrico, a acdo desse hormoénio resulta na diminuicdo da ingestao
caldrica e, assim, controle do peso corporal.®® Nesse sentido, a utilizagdo de agonistas
do receptor do GLP-1 apresenta potencial de protecdo cardiovascular, levando a reducéo
da pressdo arterial sisttmica e preservacdo da funcdo cardiaca; além de efeitos
renoprotetores, com diminuicdo da albumindria e alteracdo na TFG.®657)

Além disso, utiliza-se na clinica também para o tratamento de DM e
DRD a combinacdo dos iSGLT2 com a metformina, um farmaco que apresenta acao
hipoglicemiante através da reducdo da absorcdo intestinal de glicose, diminuicdo da
gliconeogénese hepatica, e melhora da resisténcia periférica a insulina.?%% Neste
trabalho, no entanto, com objetivo de investigar a associacao dos iISGLT2 com a terapia
celular, obtivemos reducédo dos niveis glicémicos tanto com o iISGLT2 em monoterapia
quanto em combinacédo as demais abordagens avaliadas.

Notou-se reducdo da glicemia entre o Grupo BTBR%® e a
monoterapia com iISGLT2 em 14 a 15 semanas de idade, periodo em que ocorreu 0 pico
de hiperglicemia do BTBR°°® em nosso estudo. No entanto, vimos que a associacéo de
tratamentos e terapia celular, abordagem representada pelo Grupo iSGLT2 + RC + CTM-
MO, apresentou a capacidade de potencializar o controle glicémico, visto que observou-
se o efeito sobre a glicemia em um time-point anterior, com 11 a 12 semanas de idade,
em niveis semelhantes ao Grupo Tx.

Nesse sentido, 0 mecanismo pelo qual as CTMs promovem a melhora
na glicemia ocorre através do aumento da sensibilidade da insulina. A infusédo dessa
terapia induz o aumento da fungéo das células-B pancreaticas, com maior secregao de
insulina, ao mesmo tempo que modulam a expressdo e disponibilidade de
transportadores de glicose na membrana plasmatica, como o0 aumento da expresséo de
GLUT4 na musculatura esquelética, tecido adiposo e figado; levando, assim, a reducao

da resisténcia periférica a insulina.®%
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Ademais, identificamos o efeito tempo-dependente da terapia celular.
Administramos as CTMs-MO com 8 a 10 semanas de idade, portanto, o efeito das células
mesenquimais na glicemia se manteve até duas a quatro semanas ap0s a injec¢ao.
Todavia, o efeito ndo se sustentou e n&o foi identificado nos time-points mais tardios, a
partir de 16 semanas. Isso ocorre devido ao curto tempo de viabilidade dessas células
no organismo apd0s a administracdo. Nesse sentido, a literatura diverge sobre seu
periodo de permanéncia, sendo possivel detecta-las de 24 horas a 14 dias pos
infusdo.(60-62)

Em outros modelos de DM, a terapia com CTMs-MO demonstrou
potencial de reducdo da glicemia,®® porém evidenciam a necessidade de uma maior
quantidade de doses para a manutencao do efeito hipoglicemiante.®%64) Todavia, apesar
de uma série de artigos reportar o potencial da terapia com CTMs, um estudo prévio do
nosso grupo de pesquisa ndo obteve o mesmo resultado no BTBR° com as células
em monoterapia,®® pois, por ser um modelo grave da doenca, apenas uma Unica
abordagem terapéutica nédo foi suficiente para o controle da hiperglicemia cronica.

Ja em relacdo a andlise dos parametros renais, nao identificamos
reducado da hiperfiltragdo em nenhum grupo experimental, porém é possivel que sejam
necessarios maiores periodos de acompanhamento nesses animais para a avaliagao do
efeito das intervencdes sobre a TFG. No estudo clinico EMPA-REG, por exemplo, a
empagliflozina se mostrou efetiva para a reducéo do risco de progressédo para doenca
renal de estagio terminal, todavia identificou-se a preservacdo da TFG apenas a partir
de 18 meses apos o inicio da medicag&o.)

Além disso, € importante considerar o impacto da obesidade sobre a
TFG e a falta de alteracdo nesse parametro pelas intervencgdes aplicadas. A obesidade,
de fato, € uma condicdo associada a hiperfiltracdo como uma resposta compensatoria
ao aumento das demandas metabdlicas associadas ao excesso de peso corporal.(©®

Com relacdo a excrecdo de glicose e sodio, no entanto, néo
observamos um efeito significativo sobre esses parametros das abordagens tanto em
monoterapia quanto na associacdo de estratégias quando comparadas aos animais
BTBR®M°b, Uma vez que mecanismo de acdo dos iSGLT2 se da com a inibicdo desse
cotransportador, ocorre 0 aumento da excrecdo de glicose e sddio.?) Em seres
humanos, no entanto, a variagdo nesses parametros também n&o € identificada.®®
Contudo, ja estdo descritos na literatura mecanismos que podem explicar o porqué de

ndo haver o aumento esperado da glicosuria e natriurese com a inibicdo do SGLT2.
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A empagliflozina, ISGLT2 empregado no estudo, apresenta 2500
vezes maior seletividade para o SGLT2 em relacdo ao sodium-glucose co-transporter 1
(SGLT1), sendo o iISGLT2 mais potente em relacdo aos demais farmacos existentes
atualmente.®”) Em condicdes fisioldgicas, o SGLT1 atua abaixo de sua capacidade de
reabsorcéo de glicose devido a sua posi¢ao mais distal no tabulo proximal, isto €, apés
grande parte da glicose ter sido captada pelo SGLT2. Sendo assim, devido a inibicdo do
SGLT2 e baixa afinidade da medicacdo ao SGLT1, esse cotransportador aumenta sua
porcentagem de absorcdo de 10-20% para 30-40%.%2 Além disso, é importante
considerar também o efeito da hipertrofia renal, uma vez que individuos diabéticos
apresentam as estruturas renais hipertrofiadas e, como consequéncia, 0 aumento da
expressdo dos transportadores.?V) Nesse sentido, no BTBR°?°0, ocorre a diminui¢do do
SGLT2 e o aumento da expressdo de SGLT1 ao longo do tempo,“® sendo essa elevagdo
do SGLT1 mais acentuada quando no tratamento com a empagliflozina.?3:26)

Com relacdo a analise histolégica renal, ndo obtivemos significancia
no dado da &rea glomerular em valores absolutos entre os grupos. Porém, em 14 a 15
semanas de idade, é possivel observar um potencial aumento desse parametro no
tratamento com iISGLT2 em monoterapia, enquanto nos grupos em associacdo com RC
com ou sem terapia celular é possivel notar potencial atenuacéo da hipertrofia glomerular
em comparagdo aos animais BTBRY°?  seguindo um comportamento semelhante ao
Grupo Tx. Com 18 a 20 semanas, no entanto, todos 0s grupos apresentaram valores
semelhantes.

Entretanto, as evidéncias do efeito do iISGLT2 na hipertrofia
glomerular no modelo BTBR%® s3o contraditérias. Enquanto a utilizacdo de
empagliflozina demonstrou alteracéo na area glomerular em um estudo,@® a exposicdo
a outro farmaco da mesma classe, ipragliflozina, ndo apresentou acao sobre a hipertrofia
em outro trabalho.?® Em ambos estudos, no entanto, observou-se redugdo da
albumindria.

De fato, constatamos a reducdo da progressdo da albumindria ao
longo do tempo na monoterapia com iSGLT2, porém com maior potencial quando em
combinacdo a RC e terapia celular. E possivel associar esta observagdo a progressio
da expansdo mesangial em nossos grupos tratamento. Na andlise dos valores brutos,
novamente nao obtivemos diferenca estatistica. Porém, quando avaliamos a
porcentagem de variacdo no time-point tardio em relacdo a 14 a 15 semanas,

constatamos o aumento de cerca de 16% desse parametro no Grupo BTBROY°b,
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engquanto os demais grupos apresentaram atenuacdo da expansao mesangial, seguindo
resultados semelhantes aos demonstrados em demais estudos.(?426:34)

O efeito benéfico das terapias sobre os parametros mencionados
associa-se a expressao dos fatores renoprotetores HGF e Klotho. A sinalizacdo mediada
pelo HGF apresenta efeitos anfibroticos por meio da supresséo de TGF- e ativagao de
macrofagos M2.(7:68) Observamos que a expressdo génica desse fator nos grupos
ISGLT2 com ou sem RC se mostrou equivalente e reduzida em comparacdo ao Grupo
BTBR”® nos time-points de 14 a 15 semanas e 18 a 20 semanas de idade,
respectivamente. Todavia, quando associada a terapia celular, nossa abordagem
resultou no aumento da expressédo de HGF em ambos os periodos de acompanhamento,
apresentando nivel de expressdo semelhante ao Grupo Tx.

O HGF é expresso no rim em células epiteliais, mesangiais e
endoteliais. Em lesdes renais agudas, esse fator se apresenta aumentado como
mecanismo compensatorio de promocao de reparo, porém sua expressao reduz ao longo
do tempo, assim como € observado na progressdo de doencas cronicas.59 Contudo,
CTMs também apresentam ampla expressao desse fator, portanto a administracéo de
HGF exdgeno se mostra uma estratégia eficaz para a reducdo da progressdo da
DRD.®70)

JA& o Klotho, é comumente descrito como a proteina do
envelhecimento. Isso porque animais knock-out para o gene do Klotho apresentam
alteracdes relacionadas a idade em humanos, tal como reducao da expectativa de vida,
fibrose renal e calcificagdo vascular.® De fato, observamos a reducéo de sua expressdo
génica entre os periodos analisados. Todavia, em nosso time-point intermediario de 14
a 15 semanas de idade, identificamos o aumento dos niveis de Klotho nos grupos com
intervencdo em comparacéo ao Grupo BTBR"°b, indicando a modulacéo da expresséo
de Klotho com o tratamento.

Ja em relacdo ao SRAA, o sistema se apresenta aumentado no DM
devido ao efeito crénico da hiperglicemia e € comum que pacientes diabéticos também
apresentem hipertenséao arterial sistémica.?) Porém, devido ao knock-out de leptina, o
BTBRe®°b é hipotenso em relacdo ao animal wild-type.(24:44.4%)

A leptina promove o aumento da atividade simpética tanto no sistema
nervoso quanto no rim através da ativacao do eixo ECA/Ang-II/AT1R do sistema renina-

angiotensina, promovendo o aumento da presséo arterial.(’Y) O grupo experimental que
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recebeu o tratamento para restauracao de leptina, de fato, apresentou expressao génica
cortical aumentada em cerca de duas vezes em comparacdo ao BTBROP/ob,

Contudo, apesar de hipotenso, foi demonstrado que a administragao
do bloqueador do SRAA nesse modelo atenua os efeitos da DRD, indicando, portanto,
que nestes animais deva ocorrer ativagdo local de Ang Il e hipertensédo glomerular.3
Sendo assim, investigamos a expressao génica de ECA e ECA2 nos demais grupos
intervencdo como forma de identificar a modulagcdo do SRAA. Os grupos com iISGLT2
com ou sem combinacdo as demais estratégias apresentaram elevacdo da expressao
de ambos os genes em relacdo ao Grupo BTBR°Y°® nos dois periodos analisados,
indicando maior ativacdo de ambos os eixos do sistema. Todavia, é possivel que este
achado esteja relacionado ao tempo de exposicdo a medicacao, sendo necessario maior
tempo de acompanhamento para reducio da ativacdo do SRAA.(72

A acdo da ang (1-7) atenua o efeito deletério em poddcitos expostos
a altas concentracdes de glicose.(”™® Portanto, terapias que elevem a ativagdo do eixo
ECA2/Ang (1-7)/Mas séo potenciais abordagens para retardar a progressao da DRD.
Sendo assim, a associagcao com as CTMs-MO, se mostrou mais efetiva para a expressao
de ECA2, uma vez que apresentou aumento do marcador em comparag¢do ao Grupo
BTBR°°b e também a monoterapia com a medicacao. De fato, a abordagem da RC esta
associado a maior expressdo de ECA2 e seus niveis séricos,’® e a adi¢do dos efeitos
imunomodulatérios da terapia celular mostra sinergismo para potencializar a ativacéo do
eixo ECA2/Ang (1-7)/Mas.("®)

O reestabelecimento do feedback tubulo-glomerular mediado pela
medicacdo promove o equilibrio da ativacdo do SRAA no glomérulo e a reducéo de
efeitos deletérios, como o acimulo de EROs que levam ao estresse oxidativo.(?124.26)
Nesse sentido, através da analise de marcacao de peroxidacgéo lipidica, identificamos a
reducdo do estresse oxidativo tanto cortical quanto medular em comparac¢ao ao Grupo
BTBR2°b sem intervencao.

O mecanismo principal pelo qual a inibicdo do SGLT2 exerce tal efeito
nao foi totalmente elucidado, porém ha estudos que sustentam a atuacao do farmaco de
diferentes maneiras. Uma delas se da pela modulagdo da producdo de radicais livres
através da reducdo da expressdo de Nox4,® apesar de ndo termos obtido dado
semelhante de expressao génica cortical. No entanto, a literatura também sugere sua

acao na diminuicdo da expressao e atividade de outras enzimas associadas a geragéo
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de EROs, como oOxido nitrico sintase endotelial e xantina oxidase, e promocéo de
mecanismos antioxidantes.(76.77)

Além disso, evidéncias também indicam o efeito dos iISGLT2 sobre a
recuperacdo da funcdo mitocondrial.??) A disfuncdo desta organela esta fortemente
relacionada a patogénese da DRD devido a hiperglicemia gerar um estado de alteracao
e acumulo de substratos do ciclo de Krebs e desacoplamento da cadeia de fosforilacao
oxidativa com geracdo de EROs, causando a deplecédo de ATP, estresse oxidativo e
mudancas bioenergéticas mitocondriais.("”) Ainda, outro provavel mecanismo ocorre
através da supresséao das respostas inflamatdrias em diversas vias.("6)

Quando em associacdo a terapia com CTMs-MO, no entanto,
observamos um efeito semelhante ao da monoterapia. Esse achado pode ser explicado
pelos possiveis mecanismos antioxidantes mediados pelos iISGLT2 citados
anteriormente. As CTMs-MO adquirem o fenotipo imunossupressor quando expostas a
um microambiente pro-inflamatério,® uma condicédo potencialmente atenuada devido a
acdo do farmaco. Além disso, um estudo prévio do nosso grupo demonstrou que a
administragao apenas de CTMs-MO né&o foi eficaz na diminuicdo do processo de
peroxidacdo lipidica nos animais BTBR°Y° apesar de possuir o potencial para a
restauracdo da funcdo mitocondrial.®

Inesperadamente, o Grupo Tx apresentou niveis de peroxidacdo
lipidica medular semelhante ao BTBR”°*. Na andlise cortical, é possivel associar a
reducdo do estresse oxidativo a menor expressdo de Nox4 em comparac¢ao ao animal
sem intervencdo. Na porcdo medular, no entanto, ndo realizamos essa mensuracao.
Todavia, isso pode ser explicado pela fisiologia tubular e pela manutencédo do fenétipo
obeso nesses animais. Os tdbulos, principais estruturas encontradas na medula,
possuem alta demanda energética e, por essa razéo, apresentam grande quantidade de
mitocondrias.("® Além disso, o rim apresenta uma disparidade compartimental no aporte
de oxigénio, uma vez que o cortex possui maior perfusdo que a medula, a qual recebe
apenas cerca de 10% do fluxo sanguineo renal e sendo, portanto, uma regiao suscetivel
a condicdes de hipoxia.(®8) Nesse sentido, a obesidade impde uma demanda
metabdlica ainda maior e, portanto, esta associada a disfuncdo mitocondrial e maior
inclinacdo ao acumulo de EROs.®Y

Assim como a obesidade, a DRD é uma condicdo em que ocorre a
reducio da perfusdo sanguinea oxigenacéo renal.®? O dano aos capilares glomerulares

e constricdo da arteriola aferente estdo relacionados a restricdo do fluxo sanguineo
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glomerular e dos seguimentos renais posteriores.®) Nesse sentido, o tratamento com
ISGLT2 e o consequente restabelecimento do feedback tubulo-glomerular estdo
relacionados a melhora na oxigenacéo renal e funcdo mitocondrial.®) Assim, em nossos
resultados, observou-se que 0s grupos expostos a medicacdo demonstram reducdo do
estresse oxidativo tecidual em contraposi¢cdo aos animais nao tratados, tal qual o Grupo
TX.

O estresse oxidativo cortical, por sua vez, é danoso ao poddcito.
Sendo assim, terapias com potencial antioxidante apresentam efeito benéfico para a
preservacdo da arquitetura e funcdo dessas células.?® Desse modo, averiguamos a
expressao de marcadores podocitarios. Observamos em nossos resultados que o Grupo
Tx apresenta preserva¢ao no numero de podécitos e de sua funcao, porém identificamos
maior expressdo génica dos marcadores nos animais BTBR°b, Essa elevacéo, no
entanto, pode estar associada a hipertrofia glomerular e tubular, caracteristicas da
DRD.Y

Com relagao a expressao génica de nefrina e a-actinina-4, proteinas
responsaveis pela manutencao da fenda diafragmatica e da arquitetura do citoesqueleto
podocitario, respectivamente, esta reduzida em ambos 0s time-points nos grupos
tratamento em relagdo aos animais BTBRY°°, Todavia, a elevacdo dos niveis de RNA
mensageiro (RNAm) ja foi reportada na DRD, portanto, requer investigacdo também dos
niveis proteicos e constatacio da localizag&o correta nas diversas células.®

Ademais, a dinamica do citoesqueleto do poddcito e, como
consequéncia, da manutencdo dos pedicelos é dependente de Rho GTPases, em
particular as RhoA e Racl/Cdc42. As Racl/Cdc42 estdo associadas a motilidade,
enquanto a RhoA é responsavel pela formacdo das fibras de actina contrateis. No
entanto, a quantidade de Rhoa e, portanto, a sinalizagcdo mediada por essa proteina sédo
controladas pela degradacéo protossomal por ubiquitinizacdo de RhoA promovida pela
proteina Smurf-1.(6)

A sinaptopodina é amplamente expressa nos pedicelos e atua como
reguladora positiva de Rho GTPase. Essa proteina compete com Smurf-1 pelo sitio de
ligacdo de RhoA e, dessa maneira, impede a degradacdo de RhoA. Sendo assim, a
sinaptopodina esta associada a preservacdo da quantidade total de RhoA, cuja
predominéncia esta associada a estabilidade e manutencdo dos pedicelos, e a menor
atividade de Rac/Cdc42, cuja acdo promove instabilidade e a retragcdo dos

prolongamentos podocitarios.® Portanto, a acdo da sinaptopodina é essencial para
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manutencdo da funcéo do poddcito e sua expressao esta inversamente correlacionada
a proteinuria.®”

Nesse sentido, com 14 a 15 semanas de idade, observamos que
animais tratados com iSGLT2 apresentam maior expressao de sinaptopodina em relacao
ao grupo sem intervencdo, resultado consistente com a literatura,® porém apenas o
grupo que recebeu a associacdo com a terapia celular permaneceu com expressao
elevada até 18 a 20 semanas. A manutencdo da arquitetura podocitaria com o uso de
iISGLT2 em combinacdo as CTMs-MO é condizente com estudos que mostram que o
aumento da expressao de SGLT2 esta associado a transicdo epitélio-mesenquimal
nessa células e, portanto, relacionado a desorganizacdo do citoesqueleto.®® Além disso,
nota-se a reducdo dos niveis de expressdo de TRPC6 nos grupos tratados com CTM-
MO em comparacdo com o Grupo BTBR® em 14 a 15 semanas de idade. Tal
observacdo pode ser explicada pelo fato da expressdo de sinaptopodina limitar a
expressdo do TRPC6 na membrana do poddcito, isto €, 0 aumento de sinaptopodina
esta associado a menor presenca do canal de Ca?*.®% Sendo assim, é possivel que a
reducdo da quantidade de TRPC6 mediada pela sinaptopodina limite também o influxo
de Ca?* intracelular, reduzindo a translocacdo de NFAT e, como consequéncia, a
diminuicdo do feedback positivo da expressédo génica de TRPC6. Portanto, o aumento
de sinaptopodina indica maior preservacédo dos pedicelos e funcéo podocitaria.

A expressdo de Nox4, contudo, apresentou-se aumentada na
abordagem com a terapia medicamentosa em relacdo ao Grupo BTBRY% Essa é a
principal isoforma da Nox expressa no tecido renal e sua atividade esta relacionada aos
processos de sobrevivéncia celular, porém sua expressao estd aumentada em resposta
a hiperglicemia e essa elevacdo esta associada aos efeitos deletérios no podécito.®® No
entanto, era esperada a diminuicdo da sua expressdo no tratamento com iSGLT2 em
combinacdo a outras estratégias, como ja descrito na literatura, uma vez que
constatamos melhora nos niveis glicémicos com essa abordagem.

Por fim, a analise da expressao do marcador nuclear podécitos WT-1
nos relevou a menor expressao génica nos grupos tratamento em comparacao ao Grupo
BTBR/ com 14 a 15 semanas, enquanto sua expressdo se mostrou aumentada
apenas na associacdo da medicagdo com a RC e terapia celular. Todavia, a nivel
proteico por meio de imuno-histoquimica, identificamos a maior quantidade de poddcitos
nos grupos tratamento em relagéo ao grupo sem intervencdo, sendo mais acentuada na

combinacdo de estratégias.
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De fato, estudos anteriores mostraram que tanto iSGLT2 quanto a
restricdo em monoterapia promovem adaptacdes celulares que permitem a manutencao
de poddcitos no modelo de DRD.(426) Porém, nosso estudo identificou que o sinergismo
da combinacg&o dos tratamentos potencializou a preservacdo do niumero de poddcitos,
visto que a adicdo da terapia celular apresentou um efeito protetor superior a
monoterapia com iISGLT2.

Sendo assim, com base em nossos resultados, pudemos evidenciar
0 potencial efeito renoprotetor superior da associacado da terapia com CTMs-MO em
relacdo a abordagem convencional utilizado no manejo da DRD. Demonstramos em um
modelo robusto da doenca que o uso de CTMs-MO apresenta maior controle glicémico,
menor progressao de alteragBes histoldgicas e da albumindria, e preservacao de
podécitos, assemelhando-se a um estado de estabilizacdo da doenca; e, portanto, a
abordagem da combinacédo de estratégias terapéuticas possui grande potencial para a

diminuicao da progresséao da DRD.
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5 CONCLUSOES

1. Identificamos uma nova metodologia para a reversdo da
hiperglicemia cronica e doenca renal diabética no modelo black and tan brachyury obese;

2. Constatamos que a administracdo de célula-tronco mesenquimal
da medula 6ssea em associacao a outras abordagens utilizadas na clinica, como inibidor
do cotransportador de sodio e glicose 2 e restricdo calorica, apresenta maior potencial
para o controle glicémico, porém evidenciamos também a necessidade da aplicacdo de
mais doses das células-tronco mesenquimais da medula 0ssea para a manutencao
desse efeito;

3. Evidenciamos o potencial da combinacédo a terapia celular para a
preservacao da funcdo das ilhotas pancreaticas;

4. Verificamos o maior potencial da terapia celular como forma de
atenuar as alteracfes estruturais da doenca renal diabética, com reducao da progressao
da expansdo mesangial e preservacao de poddcitos;

5. Demonstramos também o potencial da associacdo as células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea para a melhora funcional, com reducdo da
progressao da albumindria;

6. Por fim, identificamos o potencial mecanismo do seu efeito benéfico
por meio da modulacdo da ativagcdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e

reducdo do estresse oxidativo.
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6 ANEXOS

Anexo 1. Checklist diario do animal em experimentacéo

ﬁ ALBERT LINSTEIN
(." FREIND F FESG IS A

CENTRO DE EXUCACAD EW SAUDE
AILHAR %43 |MAN

Checklist de Cuidados Gerais com os Animais em Experimentacio
CEUA: 4845-21 1 445020
Pesquisadora: ErkaB. Rangel

Animal:

Atengio: N3o manusear os animais fora do fluxo; garantir a limpeza do fluxo antes do
manuseio (limpar o fluxe, béquer e balanga com desinfetante e alcool, e irradiar por 20
minutos no minimo; limpar bEquer e balanga com alcool entre os animais; e trocar a luva entre
oS5 animais).

Segunda-feira | Terga-feira Quartafeira | Guinta-feira Sexta-feira Sabado Domingo

Responsavel
Data

Hora

Peso do animal (g)

Obstrucio urinaria
(SN} =

Desobstrucs
realizada :?:u}
Hidratagdo Animal:
A) Pele colabada

{teste do dorso)
(SN}

BjTemperatura
corporal habitual ao
manusear o animal
[SM)

C)Obseragso
sobre o consumo de
ragao

Caixa suja com

urina e fezes [SiM)

Reidratagio com
Ringer (SiM; mlL)
Umidade da caixa
(%)

Troca da caixa (SiM)

Bebedouro (mL)

Apaialsinais de dor
(SN}

Presenga de feridas
(SIN; local)

{S=sim; M=n3a]

Versdo 20/06822
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Anexo 2. Ficha de acompanhamento do animal em experimentacao
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Anexo 3. Ficha do procedimento do transplante de gordura

(‘ ) ALBERT EINSTEIN

g u
" EwnsIND F PESQUISA

Pl: Erika B Rangel Protocolo: Espécie: camundongos BTBR
Cirurgido: Anestesista:

I do animail: Peso (g} pre-cinirgico:

Data da cinurgia:

Procedimento: Transplante de gordura

s doadores serdo eutanasiados por overdose anestésica. Serdo retiradas as gorduras inguinal & interescapular
& colecadas em uma placa de Petri com PBS estéril. Esse tecido ndo podera ser armazenado por miais de 10 minutos.
Sera feito um pool de 12-15 doadores para cada receptor. O peso final da gordura a ser transplantada serd estabelecido

«com o uso de balanca analitica.
O animal que ira receber o transplante sera anestesiado com isoflucrano, colocado em declbito dorsal. Serdo

injetadas 0,5-3,5g de gordura via subcutinea com uma seringa de 16-gauge, utiizande-se um volume de 100-200puL por
infusdo, com um total de 5-50 injegbes distribuidas no dorso. O animal retormara posteriormente para a gaiola.

Numero de doadores:

Peso da gordura transplantada:

Agente de indugdo: Isoflucranc  Concentragao:

Agente de anestesia: Isofluocranc  Concentragio:

Herario de inicio da anestesia: Horario de inicio da cirurgia:

Harario de térming da cirurgia: Inicio da coleta:

Heparina (20-50 Ukg) {uL). SC. Fluidos administrados: NaCl 0.0% {mL} IF

Planilha de Monitoragdo da Anestesia (anotar, pelo menos, a cada 15 minutos)

Mivel de Anestesia Irviicio 15 min 30 min 45 min G0 min 75 min B0 min 120 min

Profundidade da Anestesia
BoaMuito leve/Muito profunda

Respiragio
BoaMuito rapidaMuito lenta

Membranas mucosas/orelhas
Rosal/Avermelhada/Azulada

Hidratagao (solugio) : Dose: {mgimL) ol (ul}  Via
Analgesia: - Dose: (mgifmL) Vol (pL)y  Wia:

Descrigdo da cirurgia (Procedimento & Complicagbes):

Monitoramento Pos-operatano imediato (ate o retomo a gaiola) (iniciais/Horario)

Versdo 02.05.2022
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Abstract

Introduction: Diabetic kidney disease is one of the complications of diabetes mellitus
and is characterized by loss of renal function and progressive proteinuria. Chronic
hyperglycemia and the action of angiotensin Il promote oxidative stress in the podocyte,
affecting its architecture and function. The diminished activation of the renoprotective
angiotensin-converting enzyme 2/angiotensin (1-7)/Mas receptor axis and the targeting
of the angiotensin-converting enzyme/angiotensin I/ angiotensin Il type 1 receptor axis
causes an increase in reactive oxygen species through the modulation of NADPH oxidase
4 and, thus, the reorganization of the cytoskeleton of these cells by increasing the influx
of intracellular calcium through the transient receptor potential cation channel, subfamily
C, member 6 . Conventional therapy based on changes in lifestyle habits and medications
has the ability to delay and reduce the progression of the disease, but complementary
approaches are needed to repair the structures. In this sense, mesenchymal stem cell
therapy is a strategy for restoring impaired renal function. Purpose: To evaluate the
therapeutic potential of conventional therapy in association with mesenchymal stem cells.
Methods: We used the type 2 diabetes and diabetic kidney disease model BTBR°Y°, in
which we tested the conventional therapy used in the clinic (this approach being both
medication, with a sodium and glucose cotransporter 2 inhibitor, and changing in lifestyle
habits, represented by caloric restriction) in association or not with the administration of
bone marrow mesenchymal stem cells. In this animal, we evaluated weight gain, blood
glucose, glycosuria, natriuresis, morphometry of the glomerular area and pancreatic
islets, mesangial expansion, proteinuria and glomerular filtration rate, and gene
expression of podocyte markers (synaptopodin, a-actinin-4, nephrin and Wilms tumor-1),
components of the angiotensin [I/NADPH oxidase 4/ transient receptor potential cation
channel, subfamily C, member 6 pathway, the renin-angiotensin-aldosterone system
(angiotensin-converting enzyme and angiotensin-converting enzyme 2), in addition to
renoprotective factors (hepatocyte growth factor and Klotho protein). Additionally, we also
evaluated the potential reversibility of the disease phenotype in this model through the fat
transplantation methodology and, therefore, used this strategy as a comparison to the
proposed therapeutic approaches. Results: We observed a high potential for blood
glucose control with combined therapy compared to medication monotherapy and the

BTBR°"°b group, in addition to a reduction in the progression of mesangial expansion and



albuminuria. Furthermore, we also found that this approach promotes a greater increase
in angiotensin-converting enzyme 2, indicating targeting the angiotensin-converting
enzyme 2/angiotensin (1-7)/Mas receptor axis, leading to lower tissue oxidative stress,
maintenance of the expression of renoprotective factors and podocyte preservation and
the expression of its markers. Conclusions: The therapeutic strategy of combining
conventional therapy with mesenchymal stem cells has greater renoprotective potential,

with preservation of the structure and function of podocytes.

Keywords: Diabetic nephropathies; Mesenchymal stem cells; Klotho proteins; Oxidative

stress



