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RESUMO

Pereira Veloso BM. Caracterizacdo dos efeitos da dieta hiperlipidica nos rins de
camundongos deficientes em adiponectina. [dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)] -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A obesidade é um fator de risco independente para desenvolvimento de doenca renal
crénica, uma condicdo caracterizada por progressiva diminui¢cdo na funcdo renal e
aumento da presenca de proteinas na urina. A fisiopatologia da doenca renal induzida
pela obesidade é complexa, mas evidéncias sugerem que ela esta, em parte, conectada a
alteracdes nos hormonios produzidos e secretados pelo tecido adiposo tais como a
adiponectina. Sabendo que a adiponectina possui efeitos nefroprotetores, mas que esta
diminuida na obesidade, o objetivo desse estudo foi avaliar se a adipocina esta
envolvida nas alterac@es renais induzidas pela obesidade. Para tal, utilizamos animais
C57BL/6 wild-type (WT) e knockout para adiponectina (AdipoKO) alimentados com
dieta controle ou hiperlipidica (modelo de obesidade). Os resultados obtidos indicam
que sistemicamente os animais WT e AdipoKO respondem de maneira similar a
obesidade. Por outro lado, nos rins, a falta de adiponectina per se levou ao: aumento da
expressao génica de Fabp4, pior progressdo da albuminuria, reducdo da expressdo
génica de Cptla e aumento do miR-130b. Mais importante, a falta de adiponectina
somada a obesidade promove diminuicdo na expressdo proteica de nefrina e
exacerbacdo da albumindria. Curiosamente, a falta de adiponectina ndo parece levar a
piora da esteatose renal provocada pela dieta hiperlipidica. Considerados em conjunto,
esses resultados indicam que a falta de adiponectina influencia na diminuigdo da fungéo
renal (caracterizada pela albuminuria) mas ndo é significativa no acumulo de lipideos

observados no rim obeso durante o periodo estudado.

Palavras Chave: Adiponectina. Albuminuria. Dieta hiperlipidica. Obesidade.



ABSTRACT

Pereira Veloso BM. Characterization of high-fat diet effects on the kidney of
adiponectin deficient mice. [dissertation (Master thesis in Phamacology)] - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

Obesity is an independent risk factor to develop chronic kidney disease, a condition
characterized by a progressive decrease in renal function and increased presence of
proteins in the urine. The pathophysiology of the obesity-induced kidney injury is
complex, but evidences suggest that it is partly connected to alterations in the hormones
produced and secreted by adipose tissue such as adiponectin. Considering that
adiponectin has nephroprotective effects but it is reduced in obesity, this study aimed to
investigate the role of adiponectin in renal injury associated with obesity. For this
purpose, we used C57BL/6 mice wild-type (WT) and knockout to adiponectin
(AdipoKO) fed with control or high-fat diet (obesity model). Data provide herein
indicate that systemically WT and AdipoKO mice respond similarly to obesity. On the
other hand, in the kidneys, the lack of adiponectin per se led to: increased gene
expression of Fabp4, worse progression of albuminuria, reduced gene expression of
Cptla and increased in miR-130b. More importantly, adipoKO mice fed with high-fat
diet had decreased nephrin expression and exacerbation of albuminuria. Interestingly,
the lack of adiponectin does not seem to worsen renal steatosis caused by the high-fat
diet. Considered together, these results indicate that the lack of adiponectin influences
the decrease in renal function (characterized by albuminuria) but is not significant to the

accumulation of lipids observed in the obese kidney during the period studied.

Key words: Adiponectin. Albuminuria. High-fat diet. Obesity.



1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, tém se evidenciado um aumento alarmante na prevaléncia
mundial de obesidade, resultante do desbalanco entre calorias consumidas e calorias
gastas. Esse desequilibrio € consequéncia de um estilo de vida mais sedentario e
crescente consumo de alimentos ricos em energia levando a um actmulo anormal ou
excessivo de gordura, caracteristico da obesidade (1).

Para ser classificado obeso, o individuo € avaliado quanto a sua adiposidade
corporal. Para isso, calcula-se seu indice de massa corporal (IMC). O IMC ¢é o resultado
da divisdo do peso em kg pela altura em metros elevada ao quadrado (kg/m?).
Individuos com IMC igual ou acima de 30 kg/m? séo considerados obesos (Tabela 1).
No entanto esse indice ndo leva em conta a massa magra nem a distribuicdo da gordura
corporal. Considerando que o aumento de gordura visceral (intra-abdominal) é um fator
de risco potencial para doengas, independentemente da gordura corporal total, é
importante também ser feita a medi¢do da circunferéncia abdominal (2).

Tabela 1. Classificagéo internacional da obesidade segundo o indice de massa corporal

(IMC) e risco de doenca.

Classificagéo IMC Risco de doenca
Peso normal 18.5-24.9 kg/m’ Normal
Sobrepeso ou pré-obeso 25-29.9 kg/m? Aumentado
Obesidade grau | 30-34.9kg/m? Moderado
Obesidade grau Il 35-39.9kg/m? Severo
Obesidade grau Ill  ou >40kg/m’ Muito severo

obesidade mérbida

Fonte: Organizacdo mundial de saide (OMS) (3)

De acordo com estatisticas da OMS, a prevaléncia mundial da obesidade quase
triplicou entre 1975 e 2016. Em 2016 mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam acima do
peso e desses 650 milhdes estavam obesos. Entre criangas e adolescentes (5-19 anos)
mais de 340 milhGes estdo em uma dessas condigdes (1).

Essa pandemia além de causar problemas individuais, afeta a sociedade e
sobrecarrega 0s sistemas de salde. Individuos obesos geralmente apresentam

incapacidade funcional, diminuicdo da qualidade e expectativa de vida, além de



problemas de ajustes sociais e reducdo da produtividade implicando em um gasto
publico que vai além dos custos médicos (4).

Todas essas consequéncias sdo causadas ndo s6 pelo aumento da adiposidade
mas pelas complicacBes associadas. O aumento nas taxas de obesidade tem levado
também ao aumento de comorbidades associadas a obesidade (5). Isso porque a
obesidade é uma condigdo complexa que pode afetar a funcdo de vérios érgdos, sendo
considerada fator de risco para uma ampla gama de distarbios cardiometabdlicos
incluindo doenca coronariana, hipertensao e acidente vascular cerebral, diabetes tipo 2,
dislipidemia, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, doencas pulmonares incluindo
apneia do sono além de certos tipos de cancer (6,7).

Além das ja conhecidas consequéncias da obesidade sobre orgdos como coracéo,
figado e pulmdo, tem se destacado os efeitos da obesidade nos rins (5,8,9). A
importancia da relacdo obesidade-doenca renal foi destacada no Dia Mundial do Rim de
2017 (10). Com o tema "DOENCA RENAL & OBESIDADE" ESTILO DE VIDA
SAUDAVEL PARA RINS SAUDAVEIS", a sociedade internacional de nefrologia buscou
chamar atencdo da populacdo para essa causa de doenca renal que pode ser prevenida
(112).

1.1 Rins e Func¢ao Renal

Os rins sdo 6rgdos chave para prevenir o acimulo de produtos residuais do
metabolismo e farmacos, manter constante a composicao e o volume do compartimento
extracelular apesar das grandes variagdes qualitativas e quantitativas na ingestdo de
solutos e agua ao longo do dia e produzir hormdnios como eritropoietina, renina e
vitamina D (12).

Para exercer suas funcGes ele conta com uma organizacdo celular altamente
especializada. As unidades funcionais dos rins sdo os néfrons que estéo distribuidos no
cortex e medula renal (Figura 1). De modo geral, cada um dos milhares a milhdes de
néfrons presentes nos rins apresentam em sua estrutura duas partes principais: uma
inicial, chamada de corpusculo renal, onde ocorre uma filtracdo inicial do sangue que
chega aos rins; e uma subsequente, os tubulos renais onde ocorrem 0s processos de

reabsorcéo e secrecdo do filtrado, até a excrecdo final da urina (12).



Figura 1. llustracédo dos rins, distribuicdo do néfron no tecido renal e suas partes

principais.

Corpasuculo renal

O néfron é a unidade funcional do rim. Nele ha o processo de filtracdo do sangue, reabsorgéo e
secrecdo de substancias até a excre¢do final da urina. Os corpusculos renais e os tubulos renais
se encontram no cértex e podem descer para a medula renal.

A parte inicial do néfron ou corplsculo renal é formado pelo glomérulo e a
capsula de Bowman. Entre eles ha um espago, conhecido como espago capsular ou
limen da céapsula de Bowman. O glomérulo, a unidade de filtracdo do rim, é composto
por uma rede de capilares - proveniente da arteriola aferente e que desemborca na
arteriola eferente - e células epiteliais especializadas e terminalmente diferenciadas,
chamadas de poddcitos, os quais envolvem esses capilares. Além dos capilares e
podadcitos, o glomérulo conta com as células mesangiais, que se localizam entre as al¢as
dos capilares, e produzem um material amorfo chamado de matriz mesangial,

responsaveis pela sustentacdo do glomérulo e fungéo contréatil (12,13) (Figura 2).


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1psula_de_Bowman

Figura 2. Componentes glomerulares.
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O glomérulo se encontra dentro da cépsula de Bowman e é formado pelos capilares
glomerulares, podocitos, células mesangiais e matriz mesangial.

O plasma sanguineo presente no limen dos capilares glomerulares enfrenta,
passivamente, uma barreira de ultrafiltracdo até que alcance o limen da cépsula de
Bowman como filtrado glomerular ou urina primitiva. Essa barreira de ultrafiltracdo
possui trés estruturas e sao elas: células endoteliais fenestradas dos capilares, membrana

basal glomerular (MBG) e poddcitos com suas jungdes especializadas ou fenda



diafragmatica (14) (Figura 3). Juntos, esses componentes impedem fisicamente
(selecdo por tamanho) e eletroquimicamente (repulsdo de cargas) a saida de
macromoléculas do sangue, garantindo a retencdo de proteinas grandes no plasma,
como a albumina (66 kDa) (15). Finalmente, o ultrafiltrado resultante, quase livre de
proteinas, segue do limen da capsula de Bowman para os tabulos renais para ajuste fino
do que deve ou ndo ser excretado na urina. No tdbulo proximal, a maior parte das
proteinas de baixo peso molecular que ainda passou para o filtrado sdo reabsorvidas e

assim apenas tracos de proteinas sao excretados na urina (16).

Figura 3. Representacdo da barreira de filtragdo glomerular.

Os numeros 1, 2 e 3 indicam os componentes da barreira. 1 - endotélio fenestrado; 2 -
membrana basal glomerular; 3- processos podais dos podécitos e fenda diafragmatica.

Uma vez que a barreira de filtracdo sofre lesdo ou aumenta sua permeabilidade,
seja por danos em poddcitos ou em seus outros componentes, ela perde a capacidade de
selecionar adequadamente o conteudo do filtrado, o que pode resultar em maior
passagem de proteinas como a albumina (presente em altas concentragGes no plasma)
para a urina, processo chamado de albuminuria. A perda de albumina na urina é
apresentagdo comum em doengas renais. A membrana basal glomerular, situada entre
células endoteliais e poddcitos, € formada por uma "rede" de glicoproteinas e
proteoglicanos e fornece a primeira estrutura de suporte ao tufo glomerular. O
espessamento dessa membrana estd associada a albuminuaria (17). Adicionalmente, 0s
podadcitos, intimamente associados aos capilares e a MBG, estdo vulneraveis as
mudancas metabolicas e pressdes hemodinamicas (18).

Os poddcitos possuem uma organizagdo celular Gnica e complexa, com trés

segmentos citoarquitetonicos diferentes: corpo celular, processos principais e processos



podais (Figura 4) que sdo regularmente separados, mas conectados por uma fenda
diafragmatica caracterizada por uma malha de proteinas ancoradas na parte inferior das
suas laterais (17,19). Sdo os processos podais que envolvem os capilares e a fenda
diafragmatica que atuam na barreira de ultrafiltracdo glomerular.

A resposta dos podaocitos a injuria é determinada por suas alteracbes moleculares
e ultraestruturais. Dependendo da gravidade e da duracdo da injdria, as alteracdes nas
funcdes dos poddcitos podem evoluir para um quadro de alteracdo na filtracdo
glomerular e albumindria (20,21). Por exemplo, reducdo na expressdo de nefrina e
podocina, duas das proteinas presentes na fenda diafragmatica resulta na perda dos
poddcitos e isso esté associado & albumindria e glomeruloesclerose (22).

Considerando que poddcitos sdo células com capacidade limitada para divisdo
celular e substituicdo, a perda de alguns poddcitos exige que as células residuais cubram
uma area maior de MBG. Consequentemente isso pode causar o alargamento dos
processos podais e reduzir a capacidade dos poddcitos de permanecerem presos a MBG.
A érea descoberta resultante desse processo € um potencial ponto de inicio para
deposicdo de matriz resultando em glomeruloesclerose em modelos experimentais bem
como em bidpsias humanas (5). Processo similar acontece no caso de hipertrofia
glomerular, visto por exemplo na obesidade, uma vez que os poddcitos precisam cobrir
uma area maior expandindo os processos podais. Se esse aumento ndo for proporcional
a hipertrofia glomerular isso pode levar ao descolamento do poddcito (23). Em caso de
persisténcia da injuria, o tecido normal acaba sendo substituido por tecido fibrético, o

que leva perda funcional da regido afetada (24).

Figura 4. Microscopia eletronica de varredura do glomérulo.

Fonte: Mundel (25)



Destaca-se trés segmentos dos poddcitos: um corpo celular (CB, do inglés cell body), processos
principais (MP, do inglés major processes) e processos podais (FP, do inglés foot processes).

1.3 Doenca renal crénica

A doenga renal crénica (DRC) é uma condi¢do caracterizada por progressiva
anormalidade na funcdo e/ou estrutura renal, presentes por mais de trés meses, com
implicaces para a saude que podem ser muitas vezes irreversiveis (26,27). Embora a
DRC possa resultar de uma variedade de causas etiologicamente distintas (28), o
diabetes e a hipertensao arterial sdo atualmente as principais causas de DRC (28,29).

A presenca persistente de proteinas na urina (26,30) e/ou diminuicdo do ritmo de
filtracdo glomerular indicam DRC (15,31). A taxa de filtracdo glomerular (RFG) normal
média é ~90-120 mL/min (31). Entre as classificacfes da DRC estdo as por categoria de
RFG e por albumindria. De acordo com a National Kidney Foundation, RGF categoriza
a DRC em 5 estagios: Estagio 1) lesdo inicial, com funcdo renal preservada - RFG
acima ou igual a 90 mL/min/1,73m?; 2) inicio da perda da funcéo renal - RFG entre 60 e
89 mL/min/1,73m?; 3) injdria renal moderada - RFG entre 30 e 59 mL/min/1.73m?, com
concentracdes plasmaticas elevadas de ureia e creatinina (substancias resultante do
metabolismo de proteinas relativamente constantes e estavelmente excretadas na urina)
(12); 4) injaria renal grave - RFG entre 15 e 29 mL/min/1.73m? paciente com
hipertensdo arterial e edema; 5) fase terminal da DRC - RFG menor que 15
mL/min/1,73m? - nessa condicdo, o paciente passa a depender de terapia de substituicao
renal como diélise ou transplante renal (31). J& a classificacdo por albumindria é
dividida em 3 categorias: Normal ou suavemente aumentada - albumindria menor que
30 mg/g de creatinina (Cr); moderadamente aumentada (também chamada
microalbumindria) - albumindria entre 30 e 300 mg/g Cr; severamente aumentada -
albumindria maior que 300 mg/g Cr. A eventual perda da capacidade renal de filtrar o
sangue adequadamente resulta no acumulo de residuos metabolicos, desequilibrio

hidroeletrolitico e danos sistémicos (26).
1.4 Obesidade e doenca renal cronica
A obesidade ndo sé esta fortemente associada as duas principais causas de DRC,

hipertensdo e diabetes, mas também é um fator de risco independente para o

desenvolvimento da DRC, doenca renal em estagio terminal e para progressdo de



doenca renal crénica (32-34). A primeira associacdo entre obesidade massiva e
albuminaria foi reportada em 1974 (35). Evidéncias sugerem que, em geral, 0 aumento
do risco de DRC e DRC em fase terminal cresce com o aumento do IMC (33).

Os efeitos renais da obesidade em animais experimentais e humanos incluem
ambas (mal)adaptacbes estruturais e funcionais. Embora incompletamente
compreendido, alteracBes em varios fatores hemodinamicos (RFG, fluxo plasmatico
renal, fracdo de filtracdo), hormonais e metabdlicos tém sido apontados como
contribuintes na patogénese da nefropatia associada a obesidade. Potenciais mecanismos
incluem hiperfiltracdo, aumento da pressdo glomerular, hiperinsulinemia/resisténcia a
insulina, dislipidemia, metabolismo lipidico renal anormal, hiperatividade do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, inflamacdo associada a obesidade (aumento de
citocinas e moléculas pro-inflamatdrias), desbalanco de adipocinas (por exemplo, alta
leptina e baixa adiponectina) e estresse oxidativo (8,9,11,32,36).

Histologicamente, a obesidade tem sido associada a glomeruloesclerose
segmentar e focal (GESF) secundaria chamada de glomerulopatia associada a obesidade
(ORG) (34). Em 2001, foi publicado o primeiro grande estudo clinico-patoldgico sobre
glomerulopatia relacionada a obesidade baseado em bidpsias renais realizadas entre
1986 e 2000 (9). O critério para um diagnéstico de ORG era IMC >30kg/m? e presenca
de glomerulomegalia (hipertrofia glomerular) com ou sem GESF (padrdo histolégico de
lesdo fibrotica que é focal [menos da metade de todos os glomérulos estdo afetados] e
segmentar [menos de 50% do tufo glomerular é afetado]) (37). A GESF secundaria a
obesidade se mostrou morfoldgica e clinicamente diferente da GESF de causa
idiopética. Na ORG, foi observado menor porcentagem de glomérulos afetados por
esclerose segmentar, menor grau de perda de processos podais e presenga mais
consistente de glomerulomegalia (9). Além disso, 0s pacientes tém menor incidéncia de
sindrome nefrotica, curso mais benigno e menor progressdo para a insuficiéncia renal.
De acordo com a revisdao de D’Agati (38) a apresentacdo clinica mais caracteristica da
ORG é albumindria isolada com ou sem comprometimento renal. Outros achados como
hipertenséo e dislipidemia séo frequentes. Vale ser destacado que o risco de desenvolver
ORG ndo é uniforme na populacdo obesa (7). Susceptibilidade do rim & obesidade
parece depender de fatores (epi)genéticos (15,39) e numero de néfrons no nascimento
(36,41).

Para investigar os mecanismo da injdria glomerular na ORG, Wu et al. (41)
estudaram o perfil de expressdo génica nos glomérulos obtidos de bidpsias renais de



pacientes com ORG. Eles observaram que genes principalmente envolvidos no
metabolismo lipidico, citocinas inflamatorias e resisténcia a insulina foram os que mais
se destacaram significativamente nos pacientes com ORG em comparacdo aos
controles.

Em modelos animais de obesidade, especialmente obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, também se observa albumindria, glomerulomegalia, expansdo de matriz
mesangial, espessamento da MBG, glomeruloesclerose, aumento de moléculas
fibroticas (colageno 1V, inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 [PAI-I] e fator de
crescimento endotelial vascular [VEGF]), acimulo de lipideos nas células renais além

de aumento da inflamag&o e estresse oxidativo (42-45).

1.5 Acumulo ectopico de lipideos e doenca renal crénica

Acumulacéo lipidica ectopica refere-se ao acumulo de gordura em tecidos néo-
adiposos como musculo, figado, rins e pancreas resultante de uma ingestdo de energia
que excede gradualmente a capacidade do corpo de armazenar gordura no tecido
adiposo (tecido adiposo branco) (46). Nos rins, onde o metabolismo lipidico normal é
essencial para a fisiologia renal, distdrbios do metabolismo lipidico renal e energético
estdo cada vez mais associados a doenca renal (32). O acimulo de lipideos pode ser
observado em células mesangiais, poddcitos e células epiteliais do tubulo proximal,
essas Ultimas parecem ser particularmente mais susceptiveis ao dano pela desregulacéo
do metabolismo lipidico normal uma vez que a maior fonte de energia provém da -
oxidagdo dos acidos graxos (47,48).

Particularmente, a homeostase dos acidos graxos é regulada por um complexa
interacdo que de um lado estd captagdo de &cidos graxos ndo-esterificados (ou acidos
graxos livres) do plasma e acidos graxos de novo e do outro esta B-oxidacdo de acidos
graxos e exportacdo via lipoproteinas (48,49). A esteatose renal ocorre quando a taxa de
entrada de acidos graxos (captacdo e sintese) excede a taxa de saida (oxidacéo e
secrecdo) (Figura 5) (49,50). Na maioria dos estudos em animais com nefropatia
induzida por dieta hiperlipidica, o metabolismo lipidico renal alterado culmina no
acumulo de acidos graxos em forma de triglicerideos (TG; 3 moléculas de acidos graxos
esterificados com glicerol) causado por diminuicdo de enzimas de oxidacdo de acidos
graxos e aumento de enzimas envolvidas na lipogénese (51). Porém ha estudos que
evidenciaram acimulo de outros lipideos como colesterol e fosfolipideos (52).



Figura 5. O conteudo de acido graxo no rim € resultado principalmente dos processos de
entrada, sintese e oxidagao.
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Os acidos graxos que chegam aos rins incluem os derivados da lipdlise dos triglicerideos (TGs)
do tecido adiposo branco e os ingeridos na dieta. Dentro do rim a sintese de novo de acidos
graxos pode ser resultado do excesso da metabolizacdo de glicose. Esses acidos graxos podem
ser posteriormente utilizados como fonte de energia através da sua oxidacdo bem como podem
ser esterificados e armazenados como TGs.

Diversos estudos em animais, inclusive em modelos de obesidade induzida por
dieta hiperlipidica, tém demostrado que o acumulo ectdpico de lipideos esta envolvido
nas mudancas estruturais e funcionais das células renais na obesidade (34,42,44,48,51).
Ao mesmo tempo tem se observado reducdo significativa do acimulo de lipideos e de
fatores implicados na glomeruloesclerose e albuminuria, quando os animais foram
tratados com fenofibrato (agonista do fator de transcricdo receptor o ativado por
proliferador de peroxissoma [PPARa]) (53), estatinas (54), AICAR e metformina
(ativador da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato [AMPK]) (55,56),
doxercalciferol (agonista do receptor de vitamina D) (57), INT-747 (agonista do
receptor farneséide X), INT-777 (agonista do TGRS [do inglés G-protein-coupled bile
acid receptor]) (58) e Silimarina (59), todos os quais modulam em diferentes extensdes
vias de metabolismo lipidico (60). Em adicdo as intervenc6es farmacoldgicas citadas,
manipulacdo genética direcionada a fatores de transcricdo envolvidos na sintese de
lipidios como por exemplo, dele¢do do gene da proteina de ligacdo a elemento regulador
de esterol 1c (SREBP-1¢™) (42) e delecdo parcial de receptor ativado por proliferador



de peroxissoma-y (PPARy ) (51) mostraram melhora no actimulo de lipideos bem
como na injaria renal histoldgica ou funcional induzidos pela dieta hiperlipidica. A
delecdo do cluster de diferenciacdo 36 (CD36'"; o principal sistema de captacdo de
acidos graxos nos rins), reverteu o acimulo de lipideos renal em camundongos obesos
com inflamacdo (dieta hiperlipidica + caseina) e preveniu o desenvolvimento de lesdo
renal (49).

Outras evidéncias das consequéncias do metabolismo lipidico alterado e
acumulo de lipideos nos rins foram vistas em dois estudos de Chen et al. (61,62). Em
ambos estudos, os pesquisadores evidenciaram um importante papel da enzima lipase de
TG de tecido adiposo (ATGL) no contetdo lipidico renal in vivo e in vitro (poddcitos e
células do tubulo proximal). A ATGL participa da etapa limitante para iniciacdo do
catabolismo de TG - promove remog¢do de um &cido graxo da molécula, gerando um
acido graxo livre e um diglicerideo. Animais deficientes em ATGL exibiram menor
expressdo de PPARa nas células tubulares do rim, acimulo de TG nos poddcitos e
células do tubulo proximal e albumindria em comparacdo com os animais wild-type.

Como descrito acima, varios estudos em animais tém sugerido que o acumulo de
lipideos e lipotoxicidade tém um importante papel na fisiopatologia da doenca renal na
obesidade. Em 2014, Bobulescu et al. (63) mostraram pela primeira vez, em humanos,
que a obesidade estd associada com aumento do acimulo de TGs nos rins,
predominantemente nas células tubulares. No mesmo ano, Herman-Edelstein et al.
observaram metabolismo lipidico alterado e acumulo de lipideos no rim de humanos
com nefropatia diabética. Particularmente, vias de B-oxidacéo de acidos graxos estavam
menos ativas, receptores de captacdo de colesterol estavam aumentados e genes que
afetam o efluxo de colesterol diminuidos (64). Kang et al. (65) também observaram
oxidacdo defeituosa de &cidos graxos e acumulo de lipideos em células tubulares
fibréticas de humanos.

E importante notar que os acidos graxos armazenados na forma de TG per se
ndo sdo considerados toxicos. Por exemplo, Scerbo et al. (66) mostrou acumulo de
lipideos nos rins em situacdo ndo-patoldgica. Nesse estudo, 0s animais passaram um
periodo de jejum de 16 horas. Ao analisar os rins, foi observado maior entrada de acidos
graxos, 0s quais eram oxidados na mitocondria ou eram estocados como TGs. Porém
esse processo ndo foi associado com metabdlitos toxicos (66). No entanto, em outras
situacbes como por exemplo oxidacdo de acidos graxos prejudicada, o contetdo

intracelular excessivo de acidos graxos livres ndo metabolizados pode potencialmente



resultar na formacédo de metabolitos toxicos tais como diacilglicerdis e ceramidas. Esses
ultimos podem levar a estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial, e subsequentemente
piorar a capacidade de oxidagdo dos acidos graxos, causando mais acimulo de gordura

ao mesmo tempo que promove deficiéncia energética na célula (67).

1.6 Comunicacao entre tecido adiposo e rins: adiponectina e seu papel
nefroprotetor

O tecido adiposo ndo sé tem grande impacto no armazenamento de energia em
forma de gordura, termogénese e homeostase metabdlica como também tem funcgdes
imunolégicas e enddcrinas uma vez que produz e secreta substancias bioativas, tais
como citocinas e adipocinas. Entre as adipocinas estdo leptina, adiponectina, visfatina,
resistina e outras. Na obesidade ha desregulacdo na producdo e secrecdo de algumas
adipocinas, o que além de contribuir para observada disfun¢do imune e metabdlica, tem
impacto sobre a funcéo renal (5,16).

A adiponectina ¢ um polipeptidio de 30kDa descrito primeiramente em 1995
(68) que exerce efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, anti-ateroscleréticos e de
sensibilizacdo a insulina (69). No soro, a adiponectina é encontrada em concentracdes
consideraveis (5 a 30 pg/mL) (70) e circula em uma variedade de formas multiméricas
tais como trimeros, hexameros (baixo e médio peso molecular) e complexos de alto
peso molecular (71). Embora seja secretada predominante no tecido adiposo, baixos
niveis de adiponectina (RNAm e proteina) tém sido detectado em outros tipos celulares
tais como osteoblastos (72), hepatécitos (73), miotubos (74), cardiomiécitos (75),
células tubulares renais (76) e outros (77—-79), em geral, apds tratamento com citocinas
inflamatorias ou outros estressores. No entanto, sugere-se que essa producdo “ectdpica”
atue de maneira autocrina/paracrina (71).

A sinalizacdo da adiponectina é complexa e tipo célula/tecido-especifica.
Acredita-se que muitos de seus efeitos pleiotropicos sejam mediados principalmente via
0s receptores de adiponectina 1 e 2 (AdipoR1 e AdipoR2) (71). Adicionalmente, T-
caderina e PAQR3 (do inglés, Progestin And AdipoQ Receptor Family Member 3)
também tém sido descritas como proteinas ligadoras de adiponectina envolvidas na
mediacdo de seus efeitos (80,81). Os receptores AdipoR1 e AdipoR2 sdo expressos por

uma ampla variedade de tecidos. Nas células tubulares renais humanas e podocitos é



encontrado ambos AdipoR1 e AdipoR2, no entanto ha predominancia de AdipoR1 no
rim (82,83).

A interacdo da adiponectina com seus receptores AdipoR1 e AdipoR2 promove
uma sinalizacdo intracelular que inclui proteinas que interagem diretamente com 0s
receptores de adiponectina tais como APPL1, que funciona como
intermediéria de sinalizacdo, e proteinas efetoras mais distais (71). Um numero de
quinases intracelulares séo ativadas pela ligacdo da adiponectina aos seus receptores,
entre elas a AMPK, um importante sensor do balanco energético intracelular que regula
homeostase de lipideos e glicose (84). Outra proteina considerada efetora a jusante € o
PPARa, um receptor nuclear que aumenta a expressdao de genes involvidos no
metabolismo de &cidos graxos (85).

Como mencionado acima, a adiponectina exerce seus efeitos via ativacdo de
moléculas sinalizadoras como AMPK. A ativacdo de AMPK, que se da pela
fosforilagcdo reversivel da treonina 172 (p-AMPK), é complexa e pode ser promovida
por uma combinagdo de eventos que incluem uma diminuigdo na taxa celular de
AMP/ATP, fosforilacdo por quinases a montante e menor acessibilidade a fosfatases
(71). Estudos em figado e masculo mostram que ao ser ativada, a AMPK estimula vias
catabdlicas que aumentam ATP como B-oxidacdo enquanto que diminui 0 consumo de
ATP (p. ex inibindo lipogénese) (Figura 6). Uma vez fosforilada, a p-AMPK fosforila a
enzima acetil-CoA carboxilase (ACC), a qual participa da etapa limitante da sintese de
acidos graxos. A fosforilacdo de ACC na Ser79 leva a reducdo da sua atividade e
consequentemente reducdo da producdo de malonil-CoA, inibidor alostérico da
carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-1), enzima que controla a transferéncia de acidos
graxos de cadeia longa para as mitocondrias para sua posterior oxidagéo. Assim, através
da fosforilagcdo da ACC, CPT-1 fica mais ativa e mais acidos graxos de cadeia longa véao
ser transferidos para a mitocéndria induzindo a oxidacao de acidos graxos. Além disso,
a p-AMPK promove captacdo de acidos graxos e oxidacdo atraves da maior expressao
de genes regulados por ativagdo do PPARa tais como as CPTs e reduz a expressédo de
enzimas lipogénicas, tais como a &cido graxo sintase (FAS), e expressdo de SREBP-1,
um importante fator de transcricdo lipogénico (86,87). No rim, parece ocorrer

mecanismo similar (55).
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Figura 6. Representacdo esquematica simplificada do metabolismo de acidos graxos de

acordo com o balango energético da célula.
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Algumas das vias implicadas no metabolismo dos &cidos graxos estdo descritas na figura. A
captacdo de acidos graxos de cadeia longa é facilitada por proteinas na membrana plasmatica
como CD36, FATPs, FABPs (46). Dependendo do balanco energético das células esses acidos
graxos captados vdo ser metabolizados ou estocados para uso futuro. Adicionalmente, excesso
de energia vindo de outras fontes como carboidratos pode promover a sintese de novo de acidos
graxos. A AMPK é uma enzima capaz de sentir a necessidade energética da célula e assim
promover uma ou outra via. (A) AMPK ¢ ativada quando a razdo AMP/ATP na célula esta
aumentada, induzindo o catabolismo de &cidos graxos (p-oxidacéo). Para serem metabolizados,
0s acidos graxos precisam ser transportados para dentro da mitocdndria, processo mediado pela
CPT1. Entre os fatores de transcricdo que regulam a expressao de proteinas envolvidas na
captacdo e oxidacdo de acidos graxos esta PPARoa. (B) AMPK fica inativa quando ha redugéo
na razdo AMP/ATP e predominam vias de sintese e estoque de energia. Nessa situacdo, enzimas
de sintese como ACC e FAS estdo ativas bem como esterificagdo dos acidos graxos em TG.

A relacdo adiponectina e funcdo renal € complexa (88). Estudos tém sugerido
que inicio precoce da albuminuria em pacientes com obesidade e hipertensdo é
associado a concentragdes reduzidas de adiponectina no sangue (89-91). Essa
diminuicdo também foi vista em animais sob dieta hiperlipidica, o qual também
apresentou reducdo da atividade de AMPK (44,51,55,56). Por outro lado, as
concentragOes de adiponectina variam em pacientes com DRC estabelecida e avangada
(88). Ainda ha estudos em animais que sugerem inibicdo da sinalizacdo
adiponectina/AMPK como alvo terapéutico para doenca fibrética renal (92).

Modelos in vivo e in vitro tem buscado entender o papel da adiponectina no rim
em diferentes contextos. Seu papel nefroprotetor parece envolver o controle
simultdneo de processos como sinalizagdo celular pro-fibrética, estresse oxidativo e
inflamacdo no inicio do desenvolvimento da lesdo renal. Sharma et al. (83) observaram

que delecéo do gene da adiponectina (Adipo™) leva a albumindria, dano podocitario e



estresse oxidativo glomerular. E que o tratamento de poddcitos com a adiponectina
esta associada a ativacdo de AMPK via AdipoR1 e menores niveis da enzima
produtora de superoxido nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase 4
(NADPH oxidase 4 ou Nox4). Com esse trabalho eles identificaram um papel critico
da adiponectina na manutencao da saude podocitaria via inibicdo do estresse oxidativo
(Figura7).

Figura 7. Representacdo esquematica dos efeitos da adiponectina sobre os podocitos na

obesidade/deficiéncia de adiponectina.
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Fonte: Ahima (93)

Em individuos obesos ou em animais com deficiéncia total de adiponectina (Ad™), h4& menor
ativacdo de AMPK, levando maior estresse oxidativo, perda de processos podais e consequente
escape de albumina para o filtrado glomerular.

Além de atuar sobre os poddcitos em condicBes basais (sem co-existéncia de
obesidade, hipertensdo ou hiperglicemia), a adiponectina tem papel nefroprotetor em
modelos de nefropatia diabética, de reducdo da massa renal e de deplecdo especifica de
podécitos. Em camundongos diabéticos, a delecdo de adiponectina exacerba a
inflamacdo, fibrose e hipertrofia renal. Ainda foi visto que a adi¢do de adiponectina em
cultura celular de células mesangiais glomerulares atenuam a sinalizacdo do fator
nuclear kB (NF-xB), um importante regulador da inflamagio celular, da proteina alvo
da rapamicina em mamiferos (mTOR) e do fator de transformagdo do crescimento [

(TGF- B), uma citocina pro-fibrotica, induzida por altas concentra¢fes de glicose (94).



Esse efeito nefroprotetor sobre a nefropatia diabética também € vista em ratos (95). Em
outro estudo, os animais Adipo™ foram submetidos a nefroctomia 5/6 (reducéo da massa
renal) e apresentaram exacerbagdo de albumindria, fibrose e infiltracdo de macrofagos

+/+

quando comparado aos animais Adipo " (96). Adicionalmente, um elegante trabalho
feito por Rutkowski e coladoradores (97) demonstrou que animais que
superexpressavam adiponectina se recuperaram mais rapidamente e exibiram menos
fibrose intersticial depois de dano poddcito-especifico.

Ainda foi observado o papel nefroprotetor da adiponectina sobre os efeitos
deletérios da angiotensina Il no rim. Particularmente, Fang et al. (82) observaram que a
adiponectina, atenua, via adipoR1 (sinalizacdo de AMPK e cAMP-Epac), a ativagao da
NADPH oxidase e estresse oxidativo induzidos pela angiotensina Il em células
tubulares renais. Adicionalmente, adiponectina atenuou o aumento na atividade do NF-
kB bem como a expressdo proteica de fibronectina causada pela estimulacdo de
angiotensina Il.

Menos estudados sdo os efeitos anti-esteatéticos da adiponectina. Porém, Guo e
Zhao (98) mostraram que a diminuicdo de adiponectina plasmatica e da expressao de
AdipoR1 no rim de ratos diabéticos resulta no aumento de TG renal, que por sua vez,
estimula a expressdao renal do fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF)
levando a hipertrofia renal e a deterioracdo da funcgéo renal. Ainda, esse aumento dos
niveis de TG no rim foi acompanhado de diminui¢do da fosforilacdo da AMPK e

expressao proteica da ACC.
1.7 MicroRNAs na fisiopatologia da DRC

MicroRNAs (miR) sdo pequenas moléculas de RNA néo codificante de ~18—
24nt, produzidos endogenamente que regulam a expressdo génica pods-
transcricionalmente. Através do pareamento de base com um RNAm alvo, eles podem
regular a estabilidade e traducédo do transcrito (99).

Através da regulacédo da expressdo génica, 0s microRNAs tém papel importante
em muitas atividades fisiologicas tais como ciclo celular, crescimento, proliferacéo,
apoptose e metabolismo, contribuindo para a manutencdo da homeostase e
desenvolvimento de o¢rgdos (100). No entanto, alteracfes de fatores intrinsecos

(genéticos ou epigeneticos) ou extrinsecos (estimulos ambientais ou estresse) podem



levar a uma desregulacéo da expressdo e funcdo dos microRNAs e dessa forma alterar o
padrdo de expressao de certos genes (101).

No rim, os microRNAs tém sido associados com diversos processos fisioldgicos
e patoldgicos incluindo a nefropatia diabética, doencas imunes (nefropatia por IgA,
nefrite lUpica), doenca renal policistica e outras (102). A presenca de microRNAS no
soro e urina sugere potencial uso como biomarcadores precoces para deteccdo de
doencas renais. Adicionalmente, o estudo do papel patogénico dos microRNAs abre as
portas para um novo alvo terapéutico durante as doencas renais (103).

Pacientes com diferentes tipos de DRC perdem progressivamente sua funcéo
renal e desenvolvem esclerose glomerular e fibrose intersticial. O maior mediador da
fibrose renal € o TGF-B, o qual estid associado a alteragdo de expressdo de varios
microRNAs (103,104). Na revisdo de Chung e Lan (103) é destacado varios estudos que
mostraram o papel de microRNAs tais como o miR-29 e miR-192 na fibrose.
Particularmente, membros da familia miR-29 protegem os rins da fibrose renal pela
supressdo de deposicdo de matriz extracelular. Por exemplo, Castoldi et al. (105)
observaram reducdo da expressdo do microRNA miR-29a, cujo um dos alvos é a
metaloproteinase de matriz-2, em células tubulares no modelo de fibrose induzida por
angiotensina Il. Fang et al. (106) observaram redu¢do do miR-29c em rins de ratos
submetidos a nefrectomia e isso foi associada com maior fibrose intersticial. Além do
seu papel na fibrose, o0 microRNA miR-29a estd envolvida na homeostase podocitaria
(107).

Outros microRNAs estdo implicados na fibrose renal tais como 0 miR-130b e o
miR-143. Bai et al. (108) demonstraram que 0s niveis desses microRNAs estéo
reduzidos em pacientes com doenca renal cronica diabética. Adicionalmente, a inibigdo
do microRNA miR-130b aumenta a expressdo de Snail em cultura de células expostas a
altas concentracGes de glicose. O aumento da expressdo de Snail estd associado ao
aumento da expressdo de colageno IV, que pode contribuir para a fibrose tubulo
intersticial na doenca renal diabetica. Miller-Deile et al. (109) ainda mostrou que o
microRNA miR-143 ¢ induzido por TGF-B em poddcitos e que ele funciona como um
mediador na comunicagdo paracrina e autocrina entre poddcitos e células endoteliais e
pode alterar a expressdo de proteinas do glicocalice glomerular.

Sabendo da contribuicdo dos microRNAs no desenvolvimento de caracteristicas
patoldgicas no rim, faz-se relevante o estudo de microRNAs no rim na obesidade bem
como se eles sdo influenciados pela expressao de adiponectina.



6 CONCLUSAO

No nosso estudo, observamos que animais WT e AdipoKO respondem de
maneira quase similar a HFD (vide tabela 7). No entanto, animais deficientes em
adiponectina (independente da dieta que receberam) apresentaram maior peso renal,
aumento da expressdo génica de Fabp4, pior progressdao da albumindria, menor
expressdo génica de Cptla (o que poderia implicar em menor oxidacdo de &cidos
graxos) e aumento do miR-130b. Mais importante, a falta de adiponectina somado a
obesidade promove diminuicdo na expressdo proteica de nefrina e exacerbacdo da
albumindria. Curiosamente, a falta de adiponectina ndo parece levar a piora da esteatose
renal provocados pela HFD. Considerados em conjunto, esses resultados indicam que a
falta de adiponectina influencia na diminuicdo da funcdo renal (caracterizada pela

albumindria) mas ndo é significativa no acumulo de lipideos observados no rim obeso.
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