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RESUMO

CARDOSO, V. G. O papel da obesidade no desenvolvimento de lesdes renais e da barreira
de ultrafiltragdo glomerular: contribuicbes de leptina. 2021. 85f. Tese (Doutorado
em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Paulo, 2021.

Introducdo: A obesidade estd associada a multiplos fatores de risco para o desenvolvimento
de comorbidades como inflamacéo sistémica e lesdes renais. Lesdes na barreira de ultrafiltracdo
glomerular podem causar comprometimento do processo de filtragdo glomerular. A nefrina é
um dos principais componentes da barreira de ultrafiltracdo glomerular, portanto, alteracbes na
expressdo desta proteina indicam comprometimento da funcdo renal. Assim, o objetivo deste
estudo foi investigar o papel da obesidade, assim como da inflamac&o e da angiotensina Il, no
desenvolvimento de lesdes renais e da barreira de ultrafiltracdo glomerular. A contribuicdo da
leptina para a funcdo renal neste contexto também foi avaliada. Métodos: Foram utilizados 44
camundongos, sendo 16 C57BL/6J e 28 ob/ob. Os animais foram distribuidos em dois
protocolos experimentais. No primeiro, os camundongos tinham cerca de 8 semanas e foram
tratados com leptina por 28 dias, no segundo os animais tinham 18 semanas e foram tratados
com leptina por 42 dias. Os camundongos dos dois protocolos foram distribuidos em trés
grupos: controle magro (CTL), obesos (ob/ob) e obesos tratados com leptina (ob/ob - lep). O
tratamento com leptina foi realizado por meio de insercdo de minibomba osmdtica. As
minibombas foram preenchidas com solugdo contendo leptina na dose de 3,5ug/dia por 28 ou
42 dias. Durante o periodo de tratamento, a ingestdo de alimentos foi monitorada diariamente.
O ganho de peso e a glicemia foram monitorados semanalmente. Ao final do periodo de
tratamento, os animais foram mantidos em gaiolas metabolicas por 24 horas para avaliacdo da
ingestdo de &gua e coleta de urina. Por fim, os animais foram submetidos a eutanésia e foi feita
coleta de sangue e tecido renal. A funcdo renal foi avaliada pela concentracdo plasmatica de
creatinina e uréia e pela excrecdo urinaria de aloumina. O tecido renal foi utilizado para avaliar
a expressao génica por gPCR, andlises histolégicas e imunofluorescéncia. Resultados: No
protocolo experimental de 28 dias, o tratamento com leptina parece nao ter sido eficaz ja que
ndo houve reducdo no peso dos animais obesos tratados com leptina em relacdo aos animais
obesos sem tratamento. Porém, os camundongos obesos apresentaram alteracdes discretas
como, aumento da ureia plasmatica, na expressdo de agiotensinogénio e de MCP1 (do inglés
monocyte chemoattractant protein 1) no tecido renal e da area glomerular. O tratamento com
leptina ndo foi capaz de reverter a maior parte dos parametros observados. Estes resultados
indicam que em camundongos ob/ob, h& alteracdo renal mesmo em animais jovens. J& no
protocolo de 42 dias, a reducdo de peso e medidas plasmaticas de leptina confirmaram a
eficiéncia do tratamento com este hormonio. Nos animais obesos houve aumento da creatinina
e ureia plasmatica, na excre¢do urinaria de albumina e na expressdo de fatores inflamatérios e
de componentes do sistema renina angiotensina intrarrenal. A leptina se mostrou parcialmente
renoprotetora. Neste grupo, ndo houve hipertrofia glomerular nos animais obesos, porém, houve
reducdo da expressao de nefrina e proliferacdo celular que pode indicar expansdo mesangial, 0
tratamento com leptina ndo reverteu esses parametros. Conclusédo: A obesidade prejudica a
funcdo renal, aumenta a expressdo de moléculas inflamatorias e do SRA (Sistema renina-
angiotensina) intrarenal e diminui a expressao de nefrina. A terapia com leptina foi parcialmente
renoprotetora, uma vez que reverteu alguns dos parametros observados. As caracteristicas
renais dos animais obesos tém muitas semelhancas com a glomerulopatia relacionada a
obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Leptina. Injuria renal. Glomerulopatia.



ABSTRACT

CARDOSO, V. G. The role of obesity in the development of kidney and glomerular
ultrafiltration barrier injuries: leptin contributions. 2021. 85 p. Doctorate thesis (Human
Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, 2021.

Introduction: Obesity is associated with multiple risk factors to the development of
comorbidities such as systemic inflammation and kidney injuries. Lesions in the glomerular
ultrafiltration barrier may cause impairment of the kidney filtration process. Nephrine is one of
the main components of the glomerular ultrafiltration barrier, therefore changes in the
expression of this protein indicate impaired renal function. Thus, this study aimed to investigate
the role of obesity as well as inflammation and angiotensin I, in the development of kidney
and glomerular ultrafiltration barrier injuries. The contribution of leptin to kidney function in
this context was also evaluated. Methods: Forty-four mice were used in this study, sixteen
C57BL / 6J and twenty-eight obese ob/ob mice. The animals were distributed in two
experimental protocols. In the first protocol, the mice were about eight weeks old and treated
with leptin for 28 days; in the second protocol, the animals were eighteen weeks old and were
treated with leptin for 42 days. Mice from the two protocols were randomly distributed into
three groups: lean control (CTL), obese (ob/ob) and obese treated with leptin (ob/ob - lep).
Leptin treatment was carried out by inserting an osmotic mini-pump. The mini-pumps were
filled with a solution containing leptin at a dose of 3.5 pg/day for 28 or 42 days. During the
treatment period, food intake was monitored daily. Weight gain and blood glucose were
monitored weekly. At the end of the treatment period, the animals were kept in metabolic cages
for 24 hours to assess water intake and urine collection. Finally, the animals were euthanized
and blood and renal tissue were collected. Renal function was assessed by plasma creatinine
and urea concentration and urinary albumin excretion. Renal tissue was used to evaluate gene
expression by qPCR, histological analysis and immunofluorescence. Results: In the 28-days
experimental protocol, leptin treatment did not seem to have been effective since there was no
reduction in the leptin treated obese animals weight compared to obese animals without
treatment. However, obese mice of this group showed mild changes such as increased plasma
urea, increased expression of agiotensinogen and MCP1 in renal tissue and increased
glomerular area. Leptin treatment was not able to reverse most of the observed parameters.
These results indicate that in ob/ob mice, there is renal alteration in young animals. In the 42-
days protocol, weight reduction and plasma leptin measurements confirmed the efficiency of
leptin treatment. In obese animals, there was an increase in plasma urea, urinary albumin
excretion, expression of inflammatory factors and components of the intrarenal renin-
angiotensin system. In these parameters, leptin was partially renoprotective. In this group, there
was no glomerular hypertrophy in obese animals, however, there was a reduction in nephrine
expression and cell proliferation that may indicate mesangial expansion, and leptin treatment
did not reverse these parameters. Conclusion: Obesity impairs renal function, increases the
expression of inflammatory molecules and intrarenal RAS and decreases the expression of
nephrine. Leptin therapy was partially renoprotective, since it reversed some of the observed
parameters. The renal characteristics of obese animals have many similarities to obesity-related
glomerulopathy.

Keywords: Obesity. Leptin. Kidney injury. Glomerulopathy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o sobrepeso e a obesidade séo
definidos como o acumulo anormal ou excessivo de gordura que representa um risco a saude.
Em humanos, a classificacdo por acimulo de gordura é realizada através do parametro
conhecido como indice de massa corporal (IMC), que relaciona o peso a altura (kg/m?). Quando
o IMC é igual ou superior a 25 o individuo € classificado com sobrepeso e valores maiores do
que 30 indicam obesidade.

Nas Ultimas décadas as taxas de sobrepeso e obesidade em todo 0 mundo aumentaram
de forma significativa. Entre 1975 e 2016, houve um aumento de dez vezes no sobrepeso e
obesidade entre criancas e adolescentes e, entre individuos adultos, os casos quase triplicaram
!, No Brasil, segundo dados do ministério da salide, a obesidade aumentou 67,8% entre 2006 e
2018, saindo de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018 % 3. Sendo a maior taxa de crescimento
entre adultos de 25 a 34 anos (84,2%) e de 35 a 44 anos (81,1%) 3. Em relacio a obesidade
infantil, o Ministério da Salde e o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
mostram que 12,9% das criancas brasileiras entre 5 e 9 anos de idade tém obesidade, assim
como 7% dos adolescentes entre 12 e 17 anos *.

A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento de comorbidades, pois pode
estar associada a sindrome metabolica (SM), que representa um conjunto de fatores de risco
associados a genética, dislipidemia, doencas cardiovasculares, diabetes do tipo 11, inflamacao
sistémica e doencas renais % ©. Portanto, 0 aumento mundial dos casos de obesidade contribuiu
para 4 milhdes de mortes anuais em decorréncia desta condicdo ’. Desta forma, a obesidade e
comorbidades associadas sdo problemas importantes de saude publica e o estudo destas
condicBes é extremamente relevante.

A obesidade é caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo e, em mamiferos,
este tecido é classificado em branco e marrom, ambos envolvidos com o balango energético.
Neste contexto, o tecido adiposo branco € o principal reservatorio energético uma vez que
armazena triglicerideos 8. Além disso, este tecido é constituido de células precursoras dos
adipécitos (denominados pré-adipdcitos), macrofagos e leucocitos entre outras células®. Em
condicdes fisiologicas, a adipogénese (diferenciacdo de pre-adipocitos em adipdcitos) &
regulada por fatores como a adiponectina (peptideo que regula a glicemia e o catabolismo de

acidos graxos) e 0 PPAR-y (do inglés; peroxisome proliferator-activated receptor gamma) °.



18

Na obesidade ocorre progressiva expansao do tecido adiposo seguida pela queda na
expressao dos fatores reguladores da adipogénese (Adiponectina e PPAR-y), o que resulta em
diminuicdo do numero de adip6citos novos e hipertrofia dos adipocitos maduros °. Nessa
condicdo, os adipocitos hipertrofiados tornam-se fontes importantes de citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucinas 1 ¢ 6 (IL-1p, IL-6),
resistina e proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP1), conforme ilustrado no esquema da
figura 11012,

Em humanos e modelos animais de obesidade, ja foi descrito que a IL-6, produzida nos
adipdcitos viscerais, estimula a STAT3 (do inglés: signal transducer and activator of
transcription 3). Esta, por sua vez, induz queda na sintese de IL-10, citocina anti-inflamatdria
responsavel pela regulacdo da resposta inflamatoria 2. A STAT3 também esta envolvida com
o0 aumento da proliferacéo celular e progresso do estado inflamatdrio 12 via macr6fagos do tipo
M1 (figura 1) **. Desta forma, é bem conhecido que individuos obesos apresentam um quadro
de inflamac&o generalizada *2.

Figura 1 — Esquema representativo do tecido adiposo
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Esquema representativo do tecido adiposo mostrando a infiltracao de células do sistema imune e 0 aumento da
produgdo de citocinas inflamatorias como TNFa, IL-1 e IL-6 no tecido adiposo obeso comparado ao magro.
Fonte: Modificado de McArdle, M.A., et al. Front Endocrinol (Lausanne). 2013; 4: 52.

O tecido adiposo também é responsavel pela producdo de adipocinas, mediadores
enddcrinos, como a leptina e a adiponectina, que regulam a ingestédo calorica, inflamacéo, entre
outras funcbes. As adipocinas sdo secretadas principalmente pelos adipdcitos e tém sua

producdo comprometida na obesidade, o que pode contribuir para o desenvolvimento de
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comorbidades associadas a esta condicdo . O desbalanco na producdo de adipocinas pode
também estar associado ao estabelecimento de patologias renais %14,

1.2 Leptina e seus receptores

A leptina (do grego leptos) é um peptideo, produto do gene ob, com peso molecular de
16 kDa *°. A leptina é produzida principalmente pelos adipdcitos do tecido adiposo branco e
atua diretamente no hipotalamo para regular negativamente a ingestio energética °. Por outro
lado, h& evidencias da sintese de leptina em outros tecidos incluindo placenta, musculo
esquelético e coragéo *°.

Em humanos e em condicdes fisioldgicas, a concentracdo de leptina no plasma é de
aproximadamente 5,0 ng/mL e sua sintese € proporcional ao tamanho da massa do tecido
adiposo presente no organismo 7. A sintese e liberacéo de leptina podem ser controladas por
fatores como a insulina, glicocorticoides e citocinas pré-inflamatdrias *°.

A acdo tecidual da leptina depende de sua interagdo com receptores de membrana
especificos e classificados em seis isoformas (Ob-Ra até Ob-Rf) ¥, os quais pertencem a classe
I dos receptores de citocinas °. Os principais efeitos bioldgicos da leptina sdo mediados pela
isoforma longa (Ob-Rb) encontrada principalmente no hipotalamo, na parede dos vasos e nos
rins 2% 21 A interacdo leptina/Ob-Rb resulta na ativacdo da proteina JAK2 (do inglés: janus
kinase 2), que fosforila residuos de tirosina do receptor Ob-Rb. Os residuos de tirosina servem
como sitios de ancoragem para diversos substratos, dentre eles as STATs (do inglés: signal
transducers and activators of transcription), incluindo STAT3, STAT5 e STAT6 22. A STAT3
sofre dimerizagcdo e migra para o nucleo, onde funciona como fator de transcricdo. Neste
processo, 0 SOCS3 (do inglés: suppressor of cytokine signaling 3) desempenha um papel
importante de feedback negativo da via JAK-STAT 23, Além disso, a estimulacio da via Ob-
Rb/JAK2 ativa as vias IRS (do inglés: insulin receptor substrate)-PI3K (do inglés:
phosphatydylinositol-3 kinase) e SHP-2 (do inglés: SH2-containing protein tyrosine
phosphatase 2) , que também participam da regulacéo da ingestdo caldrica e do metabolismo

energético (figura 2) 24,
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Figura 2 — Esquema representativo da sinalizacdo celular da leptina
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A ligacdo da leptina ao receptor de leptina LepRb resulta na fosforilagdo da Janus quinase 2 (JAK2). A JAK2
ativada fosforila os residuos de tirosina Tyr985, Tyr1077 e Tyrl1138, que, entdo, formam sitios de ancoragem
para as STATs (STAT3 e STATS). As STATSs ativas formam dimeros que translocam ao nucleo e promovem
a transcricdo de seus genes-alvo, que medeiam o efeito anorexigénico da leptina. O supressor da sinaliza¢do
de citocinas 3 (SOCS3), é um gene alvo da STAT3 e, quando ativo, inibe a via JAK2 / STAT3 (feedback
negativo). Neste processo também sdo ativadas as vias da proteina contendo SH2 a tirosina fosfatase 2 (SHP2)
e do substrato do receptor de insulina (IRS), também envolvidos no metabolismo energético.

Fonte: Modificado de Park, H.K., et al. FL000Prime Rep. 2014; 6: 73.

A resisténcia a leptina € bem descrita em pacientes obesos e é caracterizada pela perda
da capacidade de controlar o apetite. Nessa condicdo, os receptores para leptina ndo respondem
adequadamente principalmente devido a ativacdo da proteina SOCS3, que tem papel supressor
da via de sinalizacdo intracelular da leptina. Nesta condi¢do, ha um aumento na leptina
circulante e, portanto, as concentracdes do peptideo no plasma tornam-se elevadas 2 2,

Em varios modelos experimentais, a hiperleptinemia esta associada ao aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), hipertenséo arterial 25 27:28:2%30 diminuic&o da
sintese de Oxido nitrico (NO) e da natriurese 3!. De forma interessante, estudos com
camundongos C57BL/6J induzidos a obesidade por dieta, associaram a resisténcia seletiva a
leptina a0 aumento da resposta simpatica renal, hipertensdo arterial e atividade do sistema
renina-angiotensina 3% 3% 34,

Porém, sabe-se que concentracbes adequadas de leptina sdo importantes para
manutencdo do funcionamento normal do sistema imune, e a deficiéncia de leptina pode

aumentar a susceptibilidade a inflamagdes e o risco de morte 3. Sabendo que a obesidade e a
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inflamacdo sdo fatores de risco para o desenvolvimento de patologias renais, é interessante
avaliar um possivel efeito renoprotetor da leptina em animais obesos que ndo produzem este

horménio.

1.3 Efeitos da leptina no rim

Os rins expressam a isoforma longa dos receptores de leptina Ob-Rb 2% 2! ¢ também a
isoforma curta Ob-Ra . Porém, o local exato de acdo do peptideo nesse 6rgéo ainda néo foi
totalmente esclarecido. A identificacdo de receptores Ob-Ra em glomérulos 3’ e de receptores
Ob-Rb na medula renal 38, sugere que tanto os glomérulos como os tibulos renais sio sitios
alvo para a acdo da leptina.

Sabe-se que em individuos obesos (humanos ou camundongos db/db), a hiperleptinemia
esta envolvida na sintese e secrecdo do fator pro-fibrotico TGF-B1 (do inglés: transforming

growth fator beta 1) e, consequentemente, com a injaria glomerular

Em geral, a
hiperleptinemia também induz aumento da geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a e IL-6 “°, 0 que pode potencializar a
injaria renal e proteindria *°.

Em camundongos com obesidade genética ob/ob, o ganho de peso esta associado a
auséncia de leptina *. Apesar de ndo produzirem leptina, os animais ob/ob expressam os
receptores Ob-Rb em vérios tecidos incluindo pancreas, cérebro, coragdo e rim *2. Nestes
animais, a injuria renal ndo é bem definida, visto que alguns estudos descrevem alteracbes
glomerulares discretas e outros descrevem lesdes glomerulares severas e proteindria % 44,
Assim, os camundongos ob/ob sdo bons modelos para investigar a contribuicdo da obesidade,
independente da leptina, na injuria renal. Alem disso, pode-se introduzir um tratamento com
leptina para investigar a acdo desse peptideo na relacdo entre a obesidade e a injuria renal.

Sabe-se que a maior ativagcdo do SRA no tecido adiposo de animais obesos impacta
funces sistémicas, contribuindo para o estabelecimento da hipertenséo arterial observada na
sindrome metabolica associada a obesidade *°. Além disso, sabe-se que o bloqueio da enzima
conversora de angiotensina | (ECA) e dos receptores de angiotensina Il também estdo
associados com a reducgdo de proteiniria em pacientes obesos com glomerulopatia associada a
obesidade % %, Interessantemente, um estudo de Mallamaci e colaboradores de 2011
demonstrou que pacientes obesos parecem ser mais sensiveis aos efeitos renoprotetores do

ramipril, um inibidor da ECA, e tem uma reducdo da proteinuria significativamente maior do
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que individuos magros #’. Por isso é pertinente estudar em individuos obesos, a relagdo da

ativagdo do SRA intra-renal e o desenvolvimento de lesdes e injurias no tecido renal.

1.4 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

Desde a sua descoberta em 1898 por Tigerstedt e Bergman, o sistema renina-
angiotensina- aldosterona (SRAA) é largamente estudado. Na cascata de sinalizacdo sistémica
classica, as células justaglomerulares secretam renina para a circulacdo, que cataliza a reagédo
de clivagem do angiotensinogénio proveniente principalmente do figado, em angiotensina |
(Ang 1). Esta, por sua vez, ¢é clivada devido a acdo da enzima conversora da Ang | (ECA),
formando a angiotensina Il (Ang I1). A Ang Il atua via dois receptores, AT1 e AT2, expressos
em varios tecidos. O receptor AT1 desencadeia as respostas mais classicas da Ang Il como:
vasoconstri¢ao, liberacéo de aldosterona pela zona glomerulosa da glandula adrenal, reabsorcéo
de sddio por diversos segmentos do néfron e estimulacdo do sistema nervoso simpatico (via
receptores cerebrais) e inducio de estresse oxidativo .

Muitos estudos demonstram a presenca e a importancia de SRA locais, em diversos
tecidos como coracéo, tecido adiposo, glandulas adrenais, vasculatura, sistema nervoso central
e rins. A ativacdo do SRA intra-renal sustenta a hipertensdo arterial e a progressao de doencas

renais cronicas “°.

1.5 SRA Intra-renal

Diversos estudos demonstraram que assim como as células mesangiais e tubulares *°, os
poddcitos também expressam os receptores AT1 e AT2 e os componentes do SRA. Liebau e
colaboradores, em 2006, demonstraram que 0s poddcitos humanos em cultura expressam
RNAmM para angiotensinogénio, renina e ECA 5.

Na sindrome metabolica (SM), a obesidade e a hiperinsulinemia estdo associadas a
hipertensdo arterial. Nessa condicéo, a ativacdo do SRA intra-renal e a maior produgéo de Ang
I desempenha papel importante na progresséo da injdria de varios 6rgdos. A maior ativacao do
SRA no tecido adiposo de animais obesos, contribui para o estabelecimento da hipertenséo
observada na SM e contribui para a ativacio do SRA intra-renal *°. Outros estudos demonstram
que o bloqueio da enzima de converséo da angiotensina 1 (ECA) ou do receptor AT1 previne a
progressdo da hipertensdo arterial, doencas renais e cardiovasculares associadas ao diabetes
(figura 3) %2,
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Figura 3 — Esquema representativo da ativacdo do SRA nos adipdcitos
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A obesidade leva a disfuncéo dos adipécitos, ativagdo do SRA local, aumento de acidos graxos (AGL)
livres e da producdo de leptina. Os componentes do SRA dos adipdcitos atuam localmente e sdo liberadas
na corrente sanguinea junto com a leptina. Como conseqiiéncia, hd aumento do SRA, AGL e leptina
circulante. O aumento destes fatores, por sua vez, pode levar a sindrome metabdlica.

Fonte: Modificado de Frigolet, M.E., et al. J Physiol Anthropol. 2017 Jun 14;36(1):25.

Além disso, o blogueio dos receptores do tipo | para angiotensina, da ECA e o
tratamento com antagonistas da aldosterona, preservam a integridade da barreira de
ultrafiltracdo glomerular, assim como a expressédo de nefrina e podocina em diversas doencas
como: nefropatia por lesdio minima >3 >, diabetes % %% % e glomerulopatia associada a
obesidade®®. Desta forma, sabendo que a integridade da barreira de ultrafiltracio glomerular é
de extrema importancia para a manutencdo da funcéo renal e que a nefrina € um dos principais
componentes desta estrutura, € pertinente investigar a expressdo de nefrina em modelos de
obesidade e glomerulopatia associada a obesidade.
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1.6 Nefrina

A nefrina pertence a superfamilia das imunoglobulinas de adesao celular e consiste em
uma porcéo extracelular, composta de 8 dominios semelhantes a imunoglobulinas, um dominio
semelhante & fibronectina tipo I1l e uma porcdo citosolica composta de uma cauda C-terminal
. Além de um importante papel estrutural, a nefrina também participa de processos de
sinalizacdo celular °8. Para entender a importancia da nefrina na manutencéo da fungio renal, é
necessario compreender a estrutura da barreira de filtracdo glomerular.

Nos glomérulos estd presente uma estrutura denominada barreira de filtracdo
glomerular, que possui papel central na seletividade da filtragdo do plasma. E esta estrutura que
permite a filtracdo de solutos e agua e a retencdo de compostos importantes como
macromoléculas e proteinas. A perda de seletividade da barreira de filtracdo glomerular, pode
levar a perda de proteina na urina, o que caracteriza um quadro de proteindria °°.

A barreira de filtracdo glomerular é composta de trés camadas: pelo endotélio fenestrado
dos capilares glomerulares, processos podais de poddcitos e pela membrana basal glomerular
(MBG). Localizada entre os poddcitos e o endotélio, a MBG é composta de diversas proteinas
produzidas por estes dois tipos celulares®®. Os podécitos sdo células epiteliais altamente
especializadas que possuem prolongamentos denominados processos podais, que envolvem o
endotélio fenestrado dos capilares glomerulares. Processos podais de poddécitos vizinhos se
interdigitam e formam uma estrutura denominada diafragma, que é a mais complexa da barreira
de ultrafiltracdo glomerular ¢°. O diafragma desempenha um papel fundamental na seletividade
da barreira de filtragdo glomerular ®*. Além disso, proteinas especificas do diafragma interagem
com a actina do citoesqueleto e com proteinas dos processos podais vizinhos, mantendo a
estrutura da barreira de filtracdo glomerular e participando de vias de sinalizacdo. As proteinas

expressas no diafragma incluem: nefrina, podocina, Neph 1 e 2, entre outras %2 (figura4).
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Figura 4 — Componentes da barreira de ultrafiltracdo glomerular
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Esquema representativo do glomérulo, aonde se encontra o tufo de capilares glomerulares. As células endoteliais
destes capilares compfem a membrana de ultrafiltracdo glomerular, estrutura responsavel pela filtracdo do
plasma nos rins. A membrana de ultrafiltracdo glomerular é composta também pela membrana basal glomerular,
processos podais de podécitos e o diafragma. O diafragma € uma estrutura de extrema importancia para o
processo de filtracdo e se forma entre processo podais vizinhos. A nefrina desempenha um papel central na
manutencdo da integridade desta estrutura. A nefrina é uma proteina da familia das imunoglobulinas de ades&o
celular, é composta por uma porcao intracelular e uma extracelular que se comunica com o processo podal
vizinho. Ao sofrer uma injuria renal, a nefrina pode internalizar-se, desta forma, perde-se a conexao entre 0s
processos podais vizinhos, o que prejudica a barreira de ultrafiltracdo e pode levar a um processo de proteindria.
Fonte: Modificado de Ming-Fo Hsu, et al. Scietific Reports. 2016.

Dentre as proteinas presentes no diafragma, uma das mais importantes para a
manutencdo da barreira de filtragdo glomerular € a nefrina. A nefrina pode sofrer fosforilacéo,
e juntamente com as proteinas associadas CD2AP e podocina, induzir vias de sinalizacdo
envolvidas na injdria de podacitos 3. A nefrina fosforilada pode ser internalizada por interagir
com a [-arrestina e contribuir para o comprometimento da estrutura do diafragma,
consequentemente, levando a proteindria 4. Em um modelo animal de obesidade e de
glomerulopatia associada a obesidade, a expressao de moléculas associadas a podocitos como
podocina, podoplanina e nefrina esta reduzida em relagdo a animais magros, e o tratamento com
um antagonista da aldosterona normalizou a expressdo destas moléculas 6. Desta forma, é
relevante estudar a relacdo do sistema renina angiotensina aldosterona nas injurias renais

associadas a obesidade.
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1.7 Glomerulopatia associada a obesidade

Ja é bem estabelecido na literatura que a obesidade aumenta o risco de progressao de
doencgas renais preexistentes, assim como é um fator de risco para o desenvolvimento de
comorbidades associadas, mas, a obesidade é também um fator de risco independente para lesdo
renal %. A glomerulopatia associada a obesidade (GRO) é a doenca renal mais conhecida
secundaria a obesidade °°,

A GRO ¢ caracterizada, principalmente, por aumento da massa renal, reducdo no
namero de néfrons, alteragdes hemodinamicas, expansdo mesangial, ativacdo do SRA intrarenal
e hipertrofia glomerular %. O aumento do tamanho glomerular esta presente em individuos
obesos independente de alteracBes na funcao renal e ndo se sabe ao certo as causas desta
hipertrofia. Embora, suponha-se que seja uma resposta mal adaptada a alta demanda metabélica
da obesidade 4.

Os critérios de diagnoéstico da GRO sao: IMC maior ou igual a 30 kg/m2, exclusao de
outros doencas, tanto clinica quanto histologicamente, glomerulomegalia associada ou nédo a
GESF e proteindria associada ou no ao comprometimento da funcéo renal ®6. A glomerulopatia
associada a obesidade tem progressdo lenta, porém a longo prazo pode levar a doenca renal em
estagio terminal 87 %8, De fato, a idade é um fator de risco para a evolucdo da GRO ja que com
o0 passar do tempo h& uma perda natural de néfrons que pode contribuir para o agravamento
desta condigéo 5% 7°,

Outro fator de risco para o desenvolvimento de GRO ¢ a hiperleptinemia comumente
presente na obesidade. Neste contexto, a leptina promove a reabsorcéo de sal pelos tubulos
renais, aumenta a expressao de TGF-B e a produ¢ado de colageno tipo IV, levando ao acimulo
de matriz extracelular que resulta em fibrose renal e glomeruloesclerose, o que contribui para a
glomerulomegalia observada "% 2. Porém, pouco se sabe sobre a ac¢éo fisiologica da leptina na
GRO. Por este motivo torna-se relevante estudar a acéo da leptina em um modelo animal obeso

que ndo produz leptina.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A obesidade estd associada a sindrome metabdlica, que é caracterizada pelo
desenvolvimento de uma série de fatores de risco metabdlico como: hipertensdo arterial,
dislipidemia, diabetes mellitus do tipo 1 e hiperleptinemia. Nesta condi¢do, ndo € possivel
identificar separadamente os efeitos da obesidade ou da leptina na progressao de doencas renais.
Além disso, sabe-se que a glomerulopatia associada a obesidade € uma doenca cujo principal
fator de risco de desenvolvimento é a propria obesidade. Portanto, um modelo animal obeso
ndo associado a comorbidades permite o estudo da obesidade no desenvolvimento de injurias
renais e comprometimento na funcdo deste érgéo.

Em um modelo animal obeso e desprovido de leptina (ob/ob), a inclusdo da terapia com
leptina em dose fisiologica pode atenuar os efeitos deletérios decorrentes da obesidade na
funcdo renal, visto que, esse peptideo atenua 0 ganho de peso e melhora a resposta imune. Nesta
situacdo, podemos avaliar nos animais ob/ob se ha comprometimento da fungdo renal e
comprometimento glomerular semelhante a GRO e podemos investigar se o tratamento com

leptina tem papel renoprotetor importante.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral da atual proposta foi investigar as caracteristicas da injdria renal
associadas a obesidade, mais especificamente nos glomérulos e na barreira de ultrafiltracdo
glomerular. Neste contexto, foram investigados os efeitos da leptina em doses fisioldgicas em

animais obesos que nédo produziam leptina.

3.1 Objetivos Especificos

=

Investigar a contribuicdo da obesidade na injdria renal;

2. Investigar o papel do tratamento com leptina no desenvolvimento de injurias renais em um
modelo de animais obesos que ndo produzem leptina;

3. Avaliar a expresséo de componentes do sistema RAS no tecido renal de animais obesos e
obesos tratados com leptina;

4. Avaliar se a obesidade contribui para a proliferacdo celular em glomérulos e se isso esta

relacionado a expansdo mesangial. Avaliar o papel da leptina neste contexto
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricao dos modelos animais

Utilizando modelos animais, Coleman DL “*' demonstrou que a obesidade em
camundongos ob/ob estava associada a auséncia de leptina. Apesar de ndo produzirem leptina,
0s animais ob/ob expressam os receptores Ob-Rb em varios tecidos incluindo pancreas, cérebro,
coragio e rim 2. Portanto, consideramos que esse modelo animal é importante para investigar
a contribuicao da obesidade na injdria renal, independente da acdo da leptina. Por outro lado, a
inclusdo da leptina nesse modelo animal, nos permitira investigar a resposta renoprotetora deste

peptideo.

4.2 Animais experimentais

Foram utilizados 44 camundongos, sendo 16 C57BL/6J - adquiridos no biotério central
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), e 28 ob/ob — adquiridos
por doagdo do Prof. José Donato Jr. do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Todos os animais foram
mantidos sob condicdo de controle da temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre
acesso a agua e a alimentacdo, no biotério de experimentacdo do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do ICB-USP. Os protocolos apresentados foram aprovados pelo Comité de Etica no

Uso de Animais em Experimentagdo (CEUA), nimero 13/2017.
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4.3 Grupos Experimentais - Protocolo 1 — 28 dias

Neste protocolo os animais com idade de 8 semanas foram distribuidos randomicamente
em trés grupos: 10 animais controle, 5 animais ob/ob e 5 animais ob/ob tratados com leptina,
conforme esquema abaixo:

1-Controle: Camundongos C57BL/6J;

2- Camundongos ob/ob (Sham);

3-Camundongos ob/ob tratados com leptina 3,5 pg/dia/28 dias 3 .

Figura 5 — Esquema representativo camundongos ob/ob 28 dias

[ CSTBL6J
(CTL) Avaliagdes Didrias: Perfusio renal
Camundongos _,[ ob/ob: Cirurgia ficticia ] ingestdo de rago Eutanasia: 28
8 semanas (CTL dos grupos leptina) Avaliagdes Semanais: dias
Pre tratamento: ob/ob: infusdo de ganho de peso lldade final: 12 semanas
Peso e glicemia iniciais. leptina fisiologica ;

Coleta de urina, sangue
l e tecido renal

Mini-bomba osmética: dose 3,5 pg/dia

Esquema representativo do modelo experimental com camundongos ob/ob controle ou tratados com leptina
na dose fisioldgica por 28 dias.
Fonte: Elaboracéo propria.

4.4 Grupos Experimentais — Protocolo 2 — 42 dias

Neste protocolo os animais com idade de 18 semanas foram distribuidos
randomicamente em 3 grupos: 6 animais controle, 9 animais ob/ob e 9 animais ob/ob tratados
com leptina, conforme esquema abaixo:

1-Controle: Camundongos C57BL/6J;

2- Camundongos ob/ob (Sham);

3- Camundongos ob/ob tratados com leptina 3,5 pg/dia/42 dias ™ 7.

Figura 6 — Esquema representativo camundongos ob/ob 42 dias

28° dia: cirurgia para troca
i o de mini-bomba
Avaliagdo inicial: peso e

glicemia. C5TBLGJ
t [ (CTL) ] Avaliagdes Diarias: .
- ingestdo de ragdo Perfusdo renal
—_— ob/ob: Cirurgia ficticia Eutanasia: 42°
18 semanas (CTL do grupo leptina) Avaliagdes Semanais:

ganho de peso

[ ob/ob — lep : injegdes de ] j Idade final: 24 semanas
leptina Coleta de urina, sangue, tecido renal e

1 tecido adiposo renal

Mini-bomba osmética: dose 3.5 pg/dia

Esquema representativo do modelo experimental com camundongos ob/ob controle ou tratados com leptina na
dose fisiologica por 42 dias.
Fonte: Elaborag&o propria.
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4.5 Protocolos experimentais

4.5.1 Tratamento com leptina

Os animais, com idade de 8 ou 18 semanas foram anestesiados com Ketamina e Xilazina
(Virbac, Carros, Franca) nas doses de 20 e 100 mg/kg de peso corporal, respectivamente, por
via intraperitoneal. Apds a perda completa dos reflexos de dor, uma pequena incisao subcutanea
foi feita no dorso dos animais e uma mini-bomba osmoética de 4 semanas (modelo 1004, Alzet,
Cupertino, EUA) foi implantada. Esta mini-bomba foi preenchida com 240 ul de solucdo
contendo leptina, liberada na dose de 3,5ug/dia (dose fisiologica) por 28 dias. Para o tratamento
de 42 dias, também foi utilizada a mini-bomba osmética modelo 1004 da Alzet, porém, no 28°
dia foi realizada uma nova cirurgia para a inser¢do de uma nova mini-bomba modelo 1002 da
Alzet (2 semanas).

Todos os animais submetidos ao processo cirirgico com o implante de bombas
osmoticas foram comparados ao seu grupo controle correspondente submetido a cirurgia ficticia
(animais do grupo Sham). Neste grupo, foi realizada a incisdo no dorso dos animais, foi aberto
0 mesmo espaco subcutaneo para a inser¢do de bomba osmética, no entanto a mesma nao foi
implantada. E importante ressaltar que a recuperagéo pos-cirtrgica foi monitorada para evitar

manifestacdes de dor e assegurar 0 bem-estar dos animais.

4.5.2 Avaliacdo da ingestdo de racdo e do ganho de peso

Apobs a insercdo das mini-bombas osmdticas ou cirurgias ficticias, os animais foram
mantidos em gaiolas individuais e a ingestdo de racao (g/dia) foi monitorada.
O animal também teve o seu peso corporal monitorado semanalmente. O ganho de peso
foi calculado pela formula:
Ganho de peso = peso final — peso inicial (1)

O peso foi expresso em gramas.

4.5.3 Leptina plasmética

As medidas de leptina plasmatica foram feitas com o kit Leptin (Mouse/Rat) ELISA

(Phoenix Pharmaceuticals, INC., EUA), segundo instrucdes do fabricante.
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4.5.4 Avaliacéo da glicemia

Antes das medidas de glicemia os animais foram mantidos em jejum de 4 horas. Nos
grupos controles ou tratados, a glicemia foi monitorada semanalmente por meio do aparelho

Accu-Chek (Rocher Diagnostics).

4.5.5 Gaiola metabdlica

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas 24 horas antes do final do periodo
experimental. Na gaiola metabdlica foi avaliada a ingestéo de agua, racéo e também foi coletada

a urina de 24 horas.

4.5.6 Retirada de drgaos e perfusao renal

Para a retirada de 6rgdos e perfusdo renal os animais foram anestesiados com Ketamina
e Xilazina (Virbac, Carros, Franca) nas doses de 20 e 100 mg/kg de peso corporal,
respectivamente, por via intraperitoneal. Ap6s a perda completa dos reflexos de dor, os rins
foram removidos para os estudos morfoldgicos, de RT-PCR e Western Blot. Para isso, a artéria
e veia renais do rim direito foram amarradas com fio de algoddo e, em seguida, o rim foi
removido, fatiado e as amostras congeladas a -80°C para analises posteriores de RT-PCR e
Western Blot.

O rim esquerdo foi submetido a perfusdo com solucdo de PBS (0.15 M NacCl, 0.01 M,
pH 7.4), por 10 minutos (velocidade de perfusdo: 10 mL/min). Em seguida, o rim foi removido,
seccionado transversalmente e transferido para uma solucdo de formalina tamponada a 4% e
mantido por 24 horas. Ap0s esse periodo, foi incubado em alcool 70% e encaminhado para o
Laboratdrio de Histologia da Faculdade de Medicina da USP para impregnagdo com parafina e
preparacédo de cortes histologicos com espessura de 3-4 pum por microtomia.

4.5.7 Parametros renais e plasmaticos
Os niveis de Na" e K* na urina e no plasma foram avaliados pelo fotdmetro de chama

(B462, Micronal, Sdo Paulo, Brasil). A creatinina e ureia plasmatica foram avaliadas utilizando-

se kits Labtest conforme instrucGes do fabricante.
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4.5.8 Andlise do clearance de creatinina

As concentragdes de creatinina no plasma e na urina foram avaliadas pelo Kit (Labtest)
de acordo com as instrucdes do fabricante. A leitura foi realizada por metodo colorimétrico
usando um espectofotdbmetro. Em seguida, o clearance de creatinina (Ccr) foi calculado pela
formula:

Ccr = (Ucr x V)/Pcr (2)
Em que Ccr corresponde a concentracdo de creatinina na urina Ucr corresponde a

creatinina na urina, V, fluxo urinario e Pcr, creatinina no plasma.

4.5.9 Albumina urinéaria

A albumina urinéria foi avaliada pelo kit ProteoSilver stain kit (Sigma-Aldrich) segundo
instrucBes do fabricante. Para normalizar as amostras de urina pela concentragdo urinaria de
creatinina, foram feitos calculos para que fosse pipetado no gel de eletroforese 4pg de creatinina
por amostra. Entdo, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10%, o qual foi
submerso em tampéo de eletroforese (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM e pH 7.3). A corrida
das amostras no gel foi efetuada a 90 Volts e interrompida quando a linha do corante de azul de
bromofenol atingiu a extremidade inferior do gel. A analise de intensidade das bandas foi

realizada com o software imageJ (National Institutes of Health).

4.5.10 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Extracdo do RNA total

As amostras de tecido renal total foram homogeneizadas em nitrogénio liquido e
ressuspensas em 1 ml de TRIzol LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Em seguida, 0
homogenato foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a completa
dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. O RNA total foi extraido em mini-colunas do kit
RNeasy Plus (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme instrucdes do fabricante. Neste processo,
as amostras foram purificadas por uma coluna que retém DNA genémico, assegurando maior

pureza do RNA extraido.

Sintese do cDNA a partir do RNAmM
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Para a sintese de cDNA a partir do RNAm (RT-PCR) extraido foi utilizado o kit High
Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e termociclador
Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), de acordo com o protocolo do produto,

partindo-se de uma concentragéo inicial de 2000 ng de RNA.

4.6 Expressdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O cDNA (20 ng) obtido no RT-PCR foi utilizado na anélise de expressao génica através
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Foram utilizadas sondas marcadas
com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Na
selecao das sondas, foram adquiridas aquelas que amplificam juncdes exdnicas, a fim de reduzir
ainda mais o impacto de contaminacdo por DNA gendmico. Sendo assim, foram sempre
escolhidas as sondas "Best Coverage". As sondas utilizadas sao:

e Angiotensinogénio (Agt): Mm00599662_m1,
e Renina (Renl): Mm02342887_m1,

e IL-6 (116): Mm 00446190 _m1;

o TNFo (Tnf): Mm 00443258 m1:

e MCP-1 (Ccl2): Mm00441242_m1;

e a-SMA (Acta2): MmQ0725412 s1,

e Colageno I (Collal): Mm00801666 g1

e Colégeno Ill (Col3al): Mm 01254476_m1;

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata no aparelho
StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems) e os resultados foram analisados
pelo software StepOne versdo 2.1 (Applied Biosystems), seguidos pela analise estatistica no
software GraphPad Prism (San Diego, EUA).

A semelhanca das eficiéncias de amplificacdo das sondas (proximo a 100%) permite a
utilizacdo do modelo matematico 2°24¢T para o calculo das diferencas de expressdo entre os
genes alvo e enddgeno. Assim, os resultados foram apresentados na forma de fold change, ou

seja, aumento ou diminuigéo da expressao em relagéo ao grupo controle ou Sham.

4.6.1 Analise da expressao proteica por Western blotting.
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Preparacdo das amostras e eletroforese

O tecido renal foi macerado em 300 pul de PBS 1X [solugdao Fosfato de Sodio (5 mM,
pH 8.0)] mais cocktail de inibidores de proteases (Sigma Aldrich) e o sobrenadante de cada
amostra foi armazenado em freezer -80°C. A concentracdo de proteina das amostras foi avaliada
pelo método de Bradford, entdo foi adicionado a cada amostra a quantidade necessaria
(conforme quantificacdo de proteinas) de tampdo de amostra para eletroforese [Laemmli
Sample Buffer mais DTT (Ditiotreitol) 5%] e incubado a 90°C por 7 minutos. Em seguida, as
amostras foram aplicadas, juntamente com um padrdo de massa molecular especifico (Cell
Signal), no gel de poliacrilamida (10 % a 15%, com espessura de 1.5 mm), o qual foi submerso
em tampao de eletroforese (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM e pH 7.3). A corrida das amostras
no gel foi efetuada a 100 Volts e interrompida quando a linha do corante azul atingiu a

extremidade inferior do gel.

Transferéncia de proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose

Apos a eletroforese, os polipeptideos contidos no gel foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose (Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore). A membrana foi
previamente tratada com tampé&o de transferéncia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20%), por cerca de 20 minutos. Para a transferéncia, foi utilizado um sistema tipo sanduiche,
submerso em tampao de transferéncia, sobre o qual foi aplicada uma voltagem de 60 Volts, de
1 hora a 1 hora e 30 minutos. Apos esse periodo, a membrana foi transferida para uma solugédo
de bloqueio (NaCl 150 mM, Fosfato de Sodio Monobésico (2.8 mM), Fosfato de Sddio
Dibasico (7.2 mM), leite em p6 desnatado (5%), Tween 20 (0.1 %), da Sigma) durante uma
hora, para bloquear possiveis ligac6es inespecificas. Em seguida, a membrana foi incubada com
anticorpo primario especifico, previamente diluido em solucéo de bloqueio (1:1000 v/v), por
12 horas a 4°C, com leve agitacdo. Para remover o excesso do anticorpo foram realizadas 5
lavagens com solugéo de bloqueio (cada uma por 5 minutos). Em seguida, a membrana foi
incubada por mais 1 hora com anticorpo secundario conjugado, em solucdo de bloqueio (1:2000
v/v) e novamente lavada como acima descrito. Apés essas etapas, a membrana foi exposta ao
reagente para imunodeteccdo através de luminescéncia ECL (Amersham), por 1 minuto.
Subsequentemente, as membranas foram fotografadas no fotodocumentador Amersham Imager
600 (G&E). As bandas foram quantificadas no software Image J (National Institutes of Health).

Para os calculos as amostras foram corrigidas pelo controle e pela proteina controle (a actina).
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A proteina investigada foi aSMA.

4.6.2 Estudo morfoldgicos

Os cortes renais longitudinais de 3-4 um foram corados pelo método de Hematoxilina-
Eosina ™ para analise da morfologia renal. As areas glomerulares foram avaliadas por
morfometria, através de um microscopio de luz acoplado a uma camera de video e a um
analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon, Toquio, Japdo). Todos os glomérulos de cada animal
foram circulados manualmente e o software NIS-Elements (Nikon) forneceu os respectivos

valores das areas glomerulares.

4.6.3 Imunofluorescéncia

Para as imunofluorescéncias foram utilizados cortes de tecido renal parafinizados em

laminas histologicas.

Desparafinizacao:

Para desparafinizar os tecidos as laminas foram colocadas por 3 minutos em Xilol, em
seguida 3 minutos em um novo recipiente com Xilol, em seguida 3 minutos em Xilol + Etanol
100%, 3 minutos em Etanol 100%, 3 minutos em Etanol 95%, 5 minutos em Etanol 70% e por

fim 5 minutos em Etanol 50%.



37

Recuperacao antigénica:

A recuperacdo antigénica foi feita com tampao citrato de sédio 10 mM, 0,05% Tween ,
20, pH 6.0. Um litro da solucdo de citrato foi aquecida a 95°C (verificado com termdmetro) no
microndas por 7 minutos. As laminas foram colocadas no tampé&o aquecido por 20 minutos. Em
seguida as laminas foram lavadas com &gua da torneira. Em seguida as ldminas foram lavadas

em PBS + triton 0,025% por imerséo e leve agitacdo no shake orbital.

Blogueio:

Os cortes foram incubados cm PBS1% + triton 1% antes do bloqueio, em seguida foi

feito o bloqueio com TBS + BSA 5% por 2 horas.

Anticorpos:

A solucéo de blogueio foi removida e o anticorpo primario diluido em BSA 1%+TBS
foi adicionado. A incubacdo no anticorpo primario foi feita a 4°C overnight. No dia seguinte,
as laminas foram tiradas da geladeira e mantidas em temperatura ambiente por 1 hora. Em
seguida as laminas foram lavadas duas vezes por 5 minutos com TBS-T (triton 0,025%) com
agitacdo no shaker orbital. Em seguida foi adicionado o anticorpo secundario diluido em
TBS+BSA 1% (1:100) e a incubacdo ocorreu por 1 hora. Foram feitas trés lavagens por 5
minutos com TBS com agitagdo no shaker orbital. Foi adicionado DAPI diluido (0,5u1 em 10
mL de TBS 1x) em cada cort, foi feita a incubagéo por cinco minutos em temperatura ambiente.
Foram feitas duas lavagens de 3 minutos com TBS com agitacdo no shaker orbital. Por fim, foi
retirado o excesso de PBS, as laminas foram montadas com Fluoromount e colocadas para secar
na incubadora seca, com dissecante overnight e armazenadas na geladeira no dia seguinte.

As proteinas analisadas foram nefrina (1:200), WT1 (1:200) e DAPI. A quantificacdo
de WTL1 e DAPI foi feita pela contagem de nucleos marcados. A quantificacdo de nefrina foi

feita pelo software Image J (National Institutes of Health).

Quantificacao de Nefrina:

Ao abrir as imagens no image J, inicialmente foi feito um aumento de contraste e a

imagem foi transformada em preto e branco. Em seguida, com a ferramento ROI foram feitas
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medidas da &rea glomerular total e area glomerular sem marcagc&o com nefrina. Por fim foram
feitos calculos da area glomerular marcada com nefrina (area total — area sem marcacgéo) e entdo

foi feita a relacdo da area marcada com nefrina pela area glomerular total.

4.7 Anélise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de uma
via, completamente randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, realizados a partir
do programa GraphPad Prism Software. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos. Os resultados foram apresentados como um valor médio * erro padrao.
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5. RESULTADOS

Com o objetivo de facilitar a comparacdo entre os grupos, os resultados dos animais

tratados com leptina por 28 e 42 dias serdo apresentados de forma simultanea.

5.1 Parametros metabolicos

5.1.1 Ingestéo de racdo e ganho de peso

Para monitorar a ingestdo diaria de racdo os animais foram mantidos em gaiolas
individuais durante todo o periodo de tratamento com leptina e a racdo foi pesada diariamente.
No grupo de 28 dias, 0s animais ob/ob apresentaram aumento significativo da ingestéo de racao
em comparagdo aos animais controle e o tratamento com leptina ndo corrigiu este parametro
(figura 7 A e tabela 1). N&do foram feitas medidas plasmaticas de leptina no grupo de 28 dias,
pois ndo havia plasma suficiente deste grupo. No grupo de 42 dias, além das medidas de
ingestdo de racdo, a leptina plasmatica também foi quantificada. O tratamento com leptina
aumentou os niveis deste horménio no plasma de animais obesos para valores proximos ao
controle magro. Nos animais obesos ndo observamos niveis significativos de leptina plasmatica,
como esperado (figura 7 B e tabela 2). No protocolo de 42 dias, a ingestéo de racdo dos animais
ob/ob também foi aumentada em comparacdo aos animais controle e a leptina corrigiu esse

parametro (figura 7 B e tabela 1).
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Figura 7 — Ingestdo de racao diaria e niveis plasmaticos de leptina nos grupos
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Ingestdo de racdo diaria (g/dia) nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28
dias (A) e 42 dias (C). Leptina plasmatica (pg/mL) nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na
dose de 3,5 pg/dia/42 dias (B). Analise estatistica é representada como média + erro padrdo
(n=4-10).

Fonte: Elaboracdo prépria.

Tabela 1 — Ingestdo diaria de racdo em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados
com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Ingestao de CTL ob/ob ob/ob - lep
racdo (g/dia)
28 dias 5,13+ 0,17 (10) 7,24 £0,41 (5)° 7,77 £1,25 (4)*
42 dias 3,47 £ 0,05 (6) 5,81+0,12 (9)™ 3,38+ 0,36 (9)""""

ob/ob versus controle"p<0,05, ob/ob-lep versus controle*p<0,01, ob/ob versus controle **p<0,0001, ob/ob-
lep versus ob/ob****p<0,0001. Analise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta
representado entre parénteses.

Tabela 2 — Leptina plasmética (pg/mL) nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/42 dias

Leptina plasmatica CTL ob/ob ob/ob - lep
(pg/mL)
42 dias 4178 £560,5(6)  100,4 + 1021 (7)™ 2564 + 650,6 (6)**

ob/ob versus controle™p<0,0001, ob/ob- lep versus ob/ob **p<0,01. Anélise estatistica é representada como
média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.
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O ganho de peso dos animais foi monitorado semanalmente. No grupo de 28 dias 0s
animais ob/ob ganharam peso ao longo das semanas e apresentaram peso maior do que o
controle durante todo o protocolo experimental. Apesar dos animais obesos tratados com leptina
apresentarem ganho de peso menor do que os animais ob/ob, ainda assim, ganharam peso
significativo em relagdo ao grupo controle e apresentaram peso aumentado em relagcdo ao
controle ao longo das semanas (figura 8 A e B e tabela 3). No grupo de 42 dias, os animais
ob/ob apresentaram peso aumentado ao longo das semanas, porém nao se observou aumento
significativo no ganho de peso em comparacgédo aos animais controle (figura 8 C e D e tabela
3). No grupo experimental de 42 dias, os animais obesos tratados com leptina apresentaram
perda progressiva de peso quando comparados aos animais ob/ob, sendo que ao final do periodo
experimental apresentaram peso corporal préximo ao grupo controle (figura 8 C e D e
tabela 3).

Figura 8 — Peso corporal semanal e ganho de peso
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Peso corporal semanal e ganho de peso nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5
ug/dia/28 dias (A) e (B) ob/ob versus controle **p<0,0001, ob/ob- lep versus controle ##1p<0,0001 e 42 dias
(C) e (D) ob/ob versus controle “**p<0,0001, ob/ob- lep versus controle ##p<0,0001, ob/ob- lep versus controle
#1<0,01, ob/ob- lep versus ob/ob *p<0,05, ob/ob- lep versus ob/ob ***p<0,001, ob/ob- lep versus ob/ob
****p<0,0001. Andlise estatistica é representada como média + erro padrdo (n=4-10)

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Tabela 3 — Ganho de peso em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com leptina
na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Ganho de peso (g) CTL ob/ob ob/ob - lep
28 dias 4 +0,21 (10) 8+0,41 (4™ 6,25+ 0,19 (5)"#*
42 dias 1+0,52 (6) 3,11+0,59 (9) -18,56 + 2,06 (9)*##+++*

Hkkk

ob/ob versus controle™*p<0,001, ob/ob — lep versus ob/ob **p<0,01, ob/ob — lep versus controle ##p<0,001,
ob/ob — lep versus ob/ob ****p<0,001. Andlise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n
amostral esta representado entre parénteses.

5.1.2 Peso do rim

Apdbs a eutanasia, o rim esquerdo dos animais foi pesado. Ndo foram encontradas
alteracdes significativas no peso do rim entre os grupos nos periodos de tratamentos de 28 e 42
dias (tabela 4).

Tabela 4 — Peso do rim em camundongos CTL, ob/ob e ob/aob - lep (tratados com leptina na
dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Peso do rim (g) CTL ob/ob ob/ob - lep
28 dias 0,16 £ 0,01 (11) 0,15+ 0,01 (7) 0,18 £ 0,01 (5)
42 dias 0,19 £ 0,00 (10) 0,20 £ 0,01 (5) 0,19 £ 0,01 (6)

Analise estatistica é representada como média = erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.1.3 Ingestdo de agua e fluxo urinario

Para avaliacdo da ingestdo de agua, ao final do periodo de tratamento com leptina, 0s
animais controles e modelos experimentais foram mantidos em gaiolas metabolicas por 24
horas. N&o se observou alteracao significativa neste parametro entre os grupos nos periodos de
tratamentos de 28 e 42 dias (tabela 5).

Tabela 5 — Ingestdo de agua em animais CTL, ob/ob e ob/ob -lep (tratados com leptina na
dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Ingestéo de agua CTL ob/ob ob/ob - lep
(mL/dia)
28 dias 2,8+ 0,4 (6) 3,2+ 0,6 (6) 2,5+0,9 (5)
42dias 2,2+0,3(7) 1,9 + 0,3 (10) 2,7+0,3(10)

Andlise estatistica € representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.
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Com os valores de volume urinario de 24 horas se obteve os valores de fluxo urinério.
N&o houve alteracéo significativa do fluxo urinario entre os grupos nos periodos de tratamentos
de 28 e 42 dias (tabela 6).

Tabela 6 — Fluxo urinario em animais CTL, ob/ob e ob/ob -lep (tratados com leptina na dose
de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Fluxo urinério CTL ob/ob ob/ob - lep
(mL/dia)
28 dias 0,0015 + 0,0001 (9) 0,0012 + 0,0002 (6) 0,0013+ 0,00009 (5)
42dias 0,0015 + 0,0010 (7) 0,0016 +0,0001(10)  0,0012 + 0,0002 (10)

Analise estatistica é representada como média = erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.1.4 Glicemia e Frutosamina plasmatica

A glicemia dos animais foi monitorada semanalmente e a frutosamina plasmatica foi
avaliada ao final do periodo experimental. No grupo experimental de 28 dias ndo foram
observadas alteracOes significativas da glicemia entre os grupos ao longo das semanas (figura
9 A). No grupo experimental de 42 dias, ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos
controle e ob/ob ao longo das semanas. Por outro lado, os animais obesos tratados com leptina
apresentaram glicemia menor do que os animais dos grupos controle e obesos em alguns tempos
observados (figura 9 B). Em relacdo a frutosamina plasmatica, ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos nos periodos de tratamentos de 28 e 42 dias (tabela 7).
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Figura 9 — Glicemia semanal
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Glicemia semanal nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 dias
(A) e 42 dias (B). ob/ob- lep versus controle #p<0,05, ob/ob- lep versus controle ##p<0,001, ob/ob- lep
versus controle ##p<0,0001, ob/ob- lep versus ob/ob *p<0,05, ob/ob- lep versus ob/ob **p<0,01, ob/ob-
lep versus ob/ob ****p<0,0001. Analise estatistica é representada como média + erro padréo (n=5-9).
Fonte: Elaboragdo prépria.

Tabela 7 — Frutosamina plasmatica em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob — lep tratados
por 28 e 42 dias

Frutosamina CTL ob/ob ob/ob - lep
(mmol/L)
28 dias 137,6 £ 7,3 (7) 164,1 + 8,1 (5) 159,0 £ 5,1 (5)
42 dias 165,6 + 14,8 (7) 171,2 + 18,3 (6) 148,2 + 10,4 (5)

Analise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.2 Parametros Renais

5.2.1 Creatinina plasmatica e clearance de creatinina

A creatinina plasmatica nos grupos de 28 dias ndo foi estatisticamente diferente entre os
grupos. No protocolo de 42 dias, por outro lado, houve aumento da creatina plasmatica dos
animais obesos em relacdo aos controles. Nos animais obesos tratados com leptina esse aumento

foi mantido (Figura 10 A e B e tabela 8). Em relacéo ao clearance de creatinina, apesar de ndo
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haver diferenca estatistica entre os grupos, foi possivel observar uma tendéncia a reducéo deste
parametro nos animais obesos em relagdo ao controle em ambos protocolos experimentais. No
grupo tratado com leptina os valores de clearance de creatinina ficaram mais préximos ao

controle em ambos grupos experimentais (figura 11 A e B e tabela 9).

Figura 10 — Creatinina plasmatica
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Creatinina plasmatica nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 dias
(A) e 42 dias (B). Andlise estatistica é representada como média * erro padrdo (n=4-7).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 8 — Creatinina plasméatica em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Creatinina plasmética CTL ob/ob ob/ob - lep
(mg/dL)
28 dias 0,14 + 0,01 (7) 0,18 + 0,006 (6) 0,15 + 0,04 (4)
42 dias 0,10+ 0,01 (5) 0,13 +0,01 (7)" 0,13 +0,01 (7)*

ob/ob versus controle"p<0,05, ob/ob — lep versus controle #p<0,05. Analise estatistica é representada como
média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

Figura 11 — Clearance de creatinina
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Clearance de creatinina nos grupos CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 dias
(A) e 42 dias (B). Andlise estatistica é representada como média + erro padrao (n=5-7).
Fonte: Elaboragdo propria.
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Tabela 9 — Clearance de creatinina em camundongos CTL, ob/ob e ob/aob - lep (tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Clearance de creatinina CTL ob/ob ob/ob - lep
(mL/min)
28 dias 0,20+ 0,04 (7) 0,09 + 0,03 (6) 0,20 + 0,05 (4)
42 dias 0,23+0,03(6) 0,16 +0,01 (7) 0,22 £ 0,04 (7)

Analise estatistica é representada como média = erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.2.2 Ureia plasmatica

Os animais ob/ob apresentaram aumento da ureia plasmatica em ambos periodos de
observacdo quando comparados aos respectivos controles (figura 12 A e B e tabela 10). O
tratamento com leptina (ob ob — lep) por 28 dias ndo corrigiu este pardametro e no grupo de 42

dias, o peptideo corrigiu os niveis de ureia no plasma para valores proximos ao controle.

Figura 12 — Ureia plasmatica
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Ureia plasmatica em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 (A) e 42
(B) dias. Andlise estatistica é representada como média * erro padrao (n=5-7).
Fonte: Elaboracdo propria.

Tabela 10 — Ureia plasméatica em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Ureia plasmatica CTL ob/ob ob/ob - lep
(mg/dL)
28 dias 42,65 + 0,92 (6) 57,32 + 3,17 (6)” 60,70 * 5,44 (5)*
42 dias 38,79 £ 1,86 (7) 61,65+ 4,34 (7)™ 46,39 + 5,40 (5)"

ob/ob versus controle *p<0,01, ob/ob — lep versus controle #p<0,05, ob/ob — lep versus ob/ob *p<0,05. Analise
estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.2.3 Albumina urinaria
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No grupo de 28 dias ndo se observou diferenga estatistica da concentragdo urinéria de
albumina entre os grupos (figura 13 A e B e tabela 11). Em contrapartida, no grupo de 42 dias
houve aumento na concentracao urinaria de albumina nos animais ob/ob e o tratamento com

leptina reverteu este parametro para valores proximos aos dos controles magros (figura 13 C e

D e tabela 11).

Figura 13 — Albumina urinaria em animais
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Albumina urinaria em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 (A e B) e
42 dias (C e D). Andlise estatistica é representada como média + erro padréo (n=3-4).
Fonte: Elaboracéo prépria.

Tabela 11 — Albumina urinaria em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Albumina urinéria CTL ob/ob ob/ob - lep
(mg/mL)
28 dias 15,54 £ 2,39 (3) 20,63 + 4,28 (4) 28,04 £10,11 (3)
42 dias 27,03 £ 4,64 (3) 64,43 9,22 (3)" 22,85 * 4,16 (4)*

ob/ob versus controle p<0,05, ob/ob — lep versus ob/ob #p<0,01. Analise estatistica é representada como média
+ erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.
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5.2.4 Sbdio e potassio

Para verificar o manejo renal de ions foram feitas medidas de sodio e potassio
plasmaticos. As concentracBes de sodio e potassio no plasma ndo foram alteradas entre 0s

grupos (tabela 12 e 13).

Tabela 12 — Na* plasmatico em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com leptina
na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Na* plasmatico (mEq) CTL ob/ob ob/ob - lep
28 dias 139,7+ 4,3 (9) 140,0 £ 4,2 (5) 1473+ 4,5 (4)
42 dias 137,6 + 2,4 (6) 138,0 £ 3,42 (9) 139,3+£1,9 (9)

Analise estatistica é representada como média = erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

Tabela 13 — K* plasmatico em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com leptina
na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

K* plasmatico (mEgq)  CTL ob/ob ob/ob - lep
28 dias 2,11+0,11 (9) 2,6 £ 0,40 (5) 2,2+0,25 (4)
42 dias 2+0(6) 2,44 £ 0,24 (9) 2,22 £0,22 (9)

Anélise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.2.5 Area glomerular

A area glomerular dos animais dos protocolos experimentais de 28 e 42 dias foi medida.
Nos animais do grupo de 28 dias houve um aumento da area glomerular no grupo obeso quando
comprado ao controle magro (Figura 14 A e B e tabela 14). O tratamento com leptina nédo
reverteu a area glomerular para valores proximos ao controle (Figura 14 A e C e tabela 14).
Por outro lado, no grupo de 42 dias ndo houve alteracdo significativa na area glomerular entre
os grupos (Figura 15 A, B, C e D e tabela 14).
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Figura 1é1 — Area glomerular do grupo %e 28 dias
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Area glomerular dos animais CTL (A), ob/ob (B) e ob/ob — lep (C) tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28
dias. As imagens foram capturadas por meio de um software morfométrico (NIS- Elements) com aumento de 40x.
Anélise estatistica é representada como média + erro padrédo (n=6).

Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 15 — Area glomerular do grupo de 42 dias
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Avrea glomerular dos animais CTL (A), ob/ob (B) e ob/ob — lep (C) tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/42
dias. As imagens foram capturadas por meio do software morfométrico (NIS- Elements) com aumento de 20x, em
destaque glomérulos indicados pelas setas amarelas em aumento de 40x. Andlise estatistica é representada como
média + erro padrdo (n=8-9).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Tabela 14 — Area glomerular dos animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na
dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias.

Area glomerular CTL ob/ob ob/ob - lep

(um?)

28 dias 8045 + 202 (6) 10533 £ 105 ()7~ 10054 % 112 (6)%#
42 dias 9878 + 344 (8) 9122 + 250 (9) 10189 + 294 (8)

Fekkk

ob/ob versus controle p™*<0,0001, ob/ob- lep versus controle p*##<0, 0001. Analise estatistica é representada
como média * erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.2.6 Expressao de nefrina

Considerando as alteracdes de funcgéo renal observadas no grupo de 42 dias, passamos
a investigar a integridade da barreira de ultrafiltracdo glomerular desses animais. Para tal, foi
avaliada a expressao de nefrina por imunofluorescéncia neste grupo experimental. A expressao
de nefrina foi expressa pela razdo da area marcada com nefrina e area glomerular total. Nos
animais obesos a expressao de nefrina foi reduzida em relacéo ao grupo controle e o tratamento
com leptina ndo reverteu este parametro para valores proximos ao controle (Figura 15 A,B, C
e D e tabela 15).
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Figura 16- Imunofluorescéncia de nefrina em glomérulos
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Imunofluorescéncia de nefrina em glomérulos de animais CTL (A), ob/ob (B) e ob/ob — lep (C) tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/42 dias. Analisado em microscopio confocal, aumento de 63 vezes. Razdo da area
glomerular marcada com nefrina e area glomerular total (D). Anélise estatistica € representada como média + erro
padrao (n=4).

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 15 — Expressao de nefrina em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Razao area nefrina/ CTL ob/ob ob/ob - lep
area glomerular
(uM)
42 dias 0,43 + 0,012 (4) 0,35 + 0,07 (4)~ 0,32 + 0,015 (4)*#

ob/ob versus controle™p<0,01, ob/ob - lep versus controle ##p<0,001. Analise estatistica é representada como
média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses

5.3 Expressdo de RNAm
5.3.1 Sistema renina angiotensina (SRA) no tecido renal
Os animais ob/ob dos grupos de 28 e 42 dias apresentaram aumento na expressao de

RNAmM para angiotensinogénio em relagdo ao controle (figura 17 A e B e tabela 16). O

tratamento com leptina por 28 dias reverteu este resultado para valores proximos ao controle.
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No entanto, no grupo de 42 dias, a leptina ndo interferiu e, portanto, este parametro se manteve
aumentado (figura 17 A e tabela 16).

Figura 17 — Expressdo renal de RNAm para angitensinogénio (AGT)
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Expressdo renal de RNAm para angitensinogénio (AGT) em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Andlise estatistica é representada como média + erro padrdo
(n=4-7).

Fonte: Elaboracdo prépria.

Tabela 16 — Expressdo renal de RNAm para angitensinogénio (AGT) em camundongos
CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expresséo de RNAm CTL ob/ob ob/ob - lep
para AGT (fold change)
28 dias 1,0+0,03 (5) 1,87 +£0,12 (4)™ 0,90+ 0,13 (5)****
42 dias 1,0 + 0,04 (7) 1,70+0,16 (7)™ 1,54+ 0,07 (7)*

ob/ob versus controle™ p<0,001, ob/ob — lep versus ob/ob ****p<0,001, ob/ob — lep versus controle #p<0,01.
Analise estatistica é representada como média = erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

No grupo de 28 dias, a expressdo de RNAm para renina se manteve inalterada entre os grupos
(figura 18 A e tabela 17). Porém, no grupo de 42 dias, 0s animais ob/ob apresentaram aumento
significativo da expressdo de RNAmM para renina e o tratamento com leptina (ob/ob — lep)

reverteu esse resultado para valores proximos ao controle (figura 18 B e tabela 17).
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Figura 18 — Expresséo renal de RNAm para Renina
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Expressdo renal de RNAm para Renina em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5
ug/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Analise estatistica é representada como média * erro padrdo (n=4-6).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 17 — Expressao renal de RNAm para Renina em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob
- lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expressdo de RNAmpara CTL ob/ob ob/ob - lep
Renina (fold change)

28 dias 1,0+0,0(5) 0,95 £ 0,09 (5) 1,18 + 0,08 (4)
42 dias 1,0+ 0,1 (6) 1,47 +0,11 (6)~ 0,89+0,13 (6)"

ob/ob versus controle*p<0,05, ob/ob — lep versus ob/ob **p<0,01. Analise estatistica é representada como média
* erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.3.2 Fatores inflamatdrios no tecido adiposo renal

A expressdo génica de fatores inflamatorios foi avaliada apenas no tecido adiposo renal
do grupo de 42 dias. N&do fizemos esta analise no grupo de 28 dias, pois 0s animais eram muito
jovens e os controles magros nao possuiam gordura renal suficiente para coleta. Os animais
ob/ob apresentaram aumento significativo na expressdo de RNAm para TNFa, IL6 e MCP1 em
relagdo aos respectivos controles. O tratamento do grupo ob/ob com leptina manteve o aumento
da expressdo de RNAm para TNFa, mas reverteu o aumento de IL6 e MCP1. (figura 19 A, B
e C e tabela 18).
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Figura 19 — Expressao de RNAm para TNFa, IL6 ¢ MCP1
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Expressdo de RNAm para TNFa (A), IL6 (B) e MCP1 (C) no tecido adiposo renal de animais CTL, ob/ob e ob/ob
- lep (tratados com leptina na dose de 3,5 ug/dia/42 dias). Andlise estatistica é representada como média + erro
padréo (n=3).

Fonte: Elaboracéo propria.

o

Tabela 18- Expressdo de RNAm no tecido adiposo renal de fatores inflamatérios em
camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/42 dias).

Expressédo de RNAm CTL ob/ob ob/ob - lep
42 dias (fold change)
TNFa 1,0£0,1(3) 6,0+0,1(3)"" 5,87 + 0,18 (3)*#
IL6 1,0£0,1(3) 3,01+0,21 (3)" 0,73+0,39 (3)*
MCP1 1,0+ 0,2 (3) 453+0,47(3)""  1,36+0,23 (3)*"

ob/ob versus controle **p<0,0001, ob/ob — lep versus controle ##p<0,0001, ob/ob versus controle ~p<0,01,
ob/ob — lep versus ob/ob **p<0,01, ob/ob versus controle *“p<0,001, ob/ob — lep versus ob/ob **p<0,01. Analise
estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.3.3 Fatores inflamatorios no tecido renal

Nos animais obesos do grupo de 28 dias houve aumento de expressdo de RNAm para
TNFa em relagdo ao grupo controle, apesar do tratamento com leptina esse aumento se
manteve. Nao foram observadas alteragdes na expressao de RNAm para TNFa entre os grupos

no tempo de 42 dias (figura 20 A e B e tabela 19).
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Figura 20 — Expressao renal de RNAm para TNFa
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Expressdo renal de RNAm para TNFo em animais CTL, ob/ob e ob/ob — lep tratados com leptina na dose de 3,5
Hg/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Analise estatistica é representada como média * erro padréo (n=4-7).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 19 — Expressao renal de RNAm para TNFa em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob -
lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expressdo de RNAm CTL ob/ob ob/ob - lep
para TNFa (fold change)
28 dias 1,0 £ 0,08 (5) 1,40 £ 0,09 (4)" 1,41 +0,13 (4)*
42 dias 1,0+0,1(7) 1,07 £0,11 (7) 0,42 + 0,20 (7)

ob/ob versus controle “p<0,05, ob/ob — lep versus controle ¥p<0,05. Anélise estatistica é representada como
média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

Em relacdo a interleucina 6 (IL-6), no grupo de 28 dias ndo houve alteracdo deste
parametro entre os grupos de animais avaliados (figura 21 A e tabela 20). No entanto, no grupo
de 42 dias, os animais ob/ob apresentaram aumento significativo da expressdao de RNAm para
IL-6 e este aumento se manteve apesar do tratamento com leptina (figura 21 B e tabela 22).

Figura 21 — Expressdo renal de RNAm para IL-6
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Expressdo renal de RNAm para IL-6 em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5
pg/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Andlise estatistica é representada como média + erro padrao (n=4-7).
Fonte: Elaboracéo propria.
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Tabela 20 — Expressao renal de RNAm para IL-6 em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob -
lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expressdo de RNAm CTL ob/ob ob/ob - lep
para IL-6 (fold change)
28 dias 1,0+0,01(5) 1,36+0,15 (4) 1,71 + 0,40 (4)
42 dias 1,0£0,1(7) 2,25+022 (7)™ 2,31+ 0,28 (7)*

ob/ob versus controle p*<0,01, ob/ob — lep versus controle #p<0,01. Anélise estatistica é representada como
média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

No grupo de 28 dias houve aumento da expressao de RNAm para MCP1 apenas no
grupo tratado com leptina (figura 22 A e tabela 21). Porém, no grupo de 42 dias houve aumento
da expressdo de RNAm para MCP1 nos animais ob/ob em relacdo ao controle e o tratamento

com leptina reduziu parcialmente este parametro (figura 22 B e tabela 21).

Figura 22 — Expressdo renal de RNAm para MCP1
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Expresséo renal de RNAm para MCP1 em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5
ug/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Analise estatistica é representada como média * erro padrdo (n=4-5).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 21 — Expressdo renal de RNAm para MCP1 em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob -
lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expressao de RNAm para CTL ob/ob ob/ob - lep
MCP1 (fold change)
28 dias 1,0 £ 0,06 (5) 1,05+ 0,08 (4) 1,67 + 0,07 (4)####+++
42 dias 1,0 £ 0,05 (5) 1,61+0,20(5)° 1,17+0,17 (5)

ob/ob versus controle p“<0,05, ob/ob — lep versus ob/ob ***p<0,001,0b/ob — lep versus controle ##p<0,001.
Anaélise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.
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5.3.4 Fatores relacionados a fibrose no tecido renal

Nos grupos de 28 e 42 dias a expressdo de RNAm para a-SMA no tecido renal foi
significativamente aumentada quando comparada ao controle (figura 23 A e B e tabela 22).
No entanto, o tratamento com leptina ndo interferiu neste aumento no grupo de 28 dias, mas

para valores proximos ao controle no grupo de 42 dias (figura 23 B e tabela 22).

Figura 23 — Expressdo renal de RNAm para a-SMA
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Expressdo renal de RNAm para a-SMA em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5
ug/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Analise estatistica é representada como média * erro padrdo (n=4-7).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 22 — Expresséo renal de RNAm para a-SMA em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob
- lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expresséo de RNAm para CTL ob/ob ob/ob - lep
a-SMA (fold change)
28 dias 1,0£0,1(5) 1,54 +0,15 (5)" 1,34 + 0,08 (4)
42 dias 1,0£0,1(7) 1,45 + 0,09 (6)™ 0,88+ 0,08 (7)"*"

ob/ob versus controle p*<0,05, ob/ob versus controle *“p<0,01, ob/ob — lep versus ob/ob ***p<0,001. Analise
estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

Em relagdo a expressdo proteica de a-SMA, ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos em ambos tempos de tratamento (figura 24 A e B e tabela 23).



58

Figura 24 — Expressdo proteica renal para a-SMA
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Expresséo proteica renal para a-SMA em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na dose de 3,5
ug/dia/28 (A) e 42 (B) dias. Analise estatistica € representada como média * erro padrao (n= 5-6).

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 23 — Expressdo proteica renal a-SMA em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob - lep
(tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expresséo proteica de CTL ob/ob ob/ob - lep
a-SMA
28 dias 0,95+ 0,09 (5) 1,17 £ 0,10 (5) 0,93+0,12 (5)
42 dias 0,61+0,1(5) 0,74 £ 0,07 (5) 0,98 + 0,08 (6)

Anélise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

No presente estudo, a expressdo de RNAm para colageno | e 111 foi avaliada apenas no

grupo tratado de 42 dias. Nos animais ob/ob houve aumento da expressdo de RNAm para

colageno | em relacdo ao controle e o tratamento com leptina ndo foi capaz de reverter este

aumento (figura 25 A e tabela 24). Em relacdo a expressao de RNAm para colageno Il, ndo

houve diferenca estatistica entre os grupos estudados (figura 25 B e tabela 24).
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Figura 25 — Expressao renal de RNAm para colégenos I e 11
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Expressdo renal de RNAm para colagenos | (A) e 1l (B) em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep (tratados com
leptina na dose de 3,5 pg/dia/42 dias). Analise estatistica é representada como média + erro padrdo
(n=5-7).

Fonte: Elaboracdo propria.

Tabela 24 — Expressao renal de RNAm para a-SMA em camundongos CTL, ob/ob e ob/ob
- lep (tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/28 e 42 dias).

Expressdo de RNAm CTL ob/ob ob/ob - lep
42 dias (fold change)
Colageno | 1,0+0,1(7) 1,94 +0,16 (5)" 2,01 +0,29 (5)*
Colageno 111 1,0+0,1(7) 1,21 £ 0,12 (6) 1,02 £ 0,20 (7)

ob/ob versus controle p™<0,01, ob/ob -lep versus controle #p<0,00. Andlise estatistica é representada como
média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

5.3.5 Proliferacao celular em glomérulos

Para avaliar a proliferacdo celular no grupo experimental de 42 dias, a expressdo de
RNAm para KI67 foi analisada. Nos animais obesos houve aumento de expressdo de KI67 em
relacdo aos animais controle e o tratamento com leptina reduziu a expressdo deste parametro

para valores proximos ao controle (Figura 26 e tabela 25).
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Figura 26 — Expresséo renal de RNAm para K167 no grupo de 42 dias
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Expressdo renal de RNAm para KI67 em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina na
dose de 3,5 pg/dia/42 dias. Andlise estatistica é representada como média + erro padrao (n=5-6).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 25 — Expresséo renal de RNAm para KI67 em camundongos CTL, ob/ob e ob/ab -
lep tratados com leptina na dose de 3,5 pg/dia/ 42 dias.

Expressdo de RNAm CTL ob/ob ob/ob - lep
42 dias (fold change)
K167 1,0 £ 0,09 (5) 1,8 +£0,33 (5) 0,99 £ 0,07 (6)"

ob/ob versus controle p“<0,05, ob/ob -lep versus ob/ob *p<0,05. Analise estatistica é representada como média
* erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.

Foi realizada também a contagem de ndcleos celulares marcados com DAPI, a
colocalizacdo de DAPI/WT1 e, entdo, foi feito o calculo da razdo destas duas moléculas.
(Figura 27 e tabela 26). Nos animais obesos houve aumento de nucleos celulares marcados
com DAPI e diminui¢do da marcagdo com WT1 em relacdo ao controle (Figura 27 A,B,D e
E e tabela 26). O tratamento com leptina ndo alterou estes parametros em relagéo aos animais
obesos sem tratamento (Figura 27 B, C, D e E e tabela 26).
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Figura 27 — Imunofluorescéncia de DAPI e WT1 no grupo de 42 dias
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Imunofluorescéncia de DAPI e WT1 em animais CTL (A), ob/ob (B) e ob/ob — lep (C) tratados com leptina na
dose de 3,5 pg/dia/42 dias. As imagens foram capturadas em aumento de 40x. Contagem de nucleos celulares
marcados com DAPI (D). Raz&o do nimero de nlcleos marcados com DAPI e com WT1 (E). Anélise estatistica
é representada como média + erro padréo (n=5-6).

Fonte: Elaboracéo propria.
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Tabela 26 — Imunofluorescéncia de DAPI e WT1 em animais CTL, ob/ob e ob/ob - lep tratados com leptina
na dose de 3,5 pg/dia/42 dias.

Imunofluorescéncia CTL ob/ob ob/ob - lep
42 dias
Contagem de nucleos 145+04(55) 21,7+0,7(5)™ 19,2 +1,0 (6)*
Razdo DAPI/ WT1 0,47 £0,02(6) 0,35+0,01(6)™  0,39+0,01 (6)*

Hkk

ob/ob versus controle p™*<0,001, ob/ob -lep versus controle #p<0,01, ob/ob versus controle p™**<0,0001.
Analise estatistica é representada como média + erro padrdo. O n amostral esta representado entre parénteses.
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6 DISCUSSAO

A leptina € um é um hormonio produzido principalmente pelos adipdcitos do tecido
adiposo branco e atua diretamente no hipotalamo para regular negativamente a ingestao
energética *°. No presente estudo foram utilizados camundongos ob/ob como modelos
experimentais de obesidade, estes animais desenvolvem obesidade associada a auséncia de
leptina #'. Desta forma, foi possivel investigar a contribuicdo da obesidade na progressio da
DRC e a introducdo do tratamento com leptina (em dose baixa) permitiu avaliar o papel deste
peptideo.

Os animais ob/ob com 8 semanas de idade apresentaram maior ingestéo de ragéo quando
comparados aos controles magros como esperado*®, porém o tratamento com leptina por 28 dias
ndo foi capaz de reduzir a ingestao energética destes animais, embora tenha sido suficiente para
reduzir parcialmente o seu ganho de peso. O ganho de peso, apesar de parcialmente reduzido
nos animais obesos tratados, ndo reduziu de forma significativa ao longo das semanas de
protocolo experimental destes camundongos. Portanto, o tratamento com leptina ndo parece ter
sido eficiente nestes camundongos, mas é importante ressaltar que nesse grupo os animais tem
8 semanas de idade e esta é uma fase em que ha crescimento e imaturidade sexual, que cessa
por volta da 12° semana de vida ®. De fato, 0 ganho de peso observado nos animais ob/ob do
grupo de 28 dias € maior quando comparado aos animais ob/ob do grupo de 42 dias (18 semanas
de idade), provavelmente devido ao crescimento natural dos animais jovens. Assim, sugerimos
que o tratamento de animais obesos (8 semanas) com leptina por 28 dias ndo se mostrou tdo
eficaz em reduzir a ingestao de racéo e o peso devido ao ganho de peso natural que ocorre nesta
idade.

Para que a idade ndo intervisse na eficacia do tratamento com leptina, passamos a usar
animais com idade pos-maturidade sexual (18 semanas) para iniciar o tratamento com leptina e
ampliamos o periodo de tratamento de 28 para 42 dias. Este protocolo esta de acordo com outros
achados da literatura ’" 78 79,

No grupo de 42 dias foram realizadas medidas de leptina plasmatica. Nosso resultado
confirma que os animais ob/ob utilizados no presente estudo n&o apresentavam producdo
expressiva de leptina e que o tratamento com leptina exdgena elevou os niveis plasmaticos deste
hormdnio para valores proximos ao controle. Este dado confirma a eficacia do tratamento com
leptina e que a dose utilizada foi fisioldgica. Escolhemos tratar os animais com doses
fisioldgicas de leptina, para verificar seus possiveis efeitos renoprotetores em animais obesos

que ndo produziam este peptideo.
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Como esperado’® os animais ob/ob apresentaram maior ingestdo de ragdo quando
comparados ao controle magro e o tratamento com leptina reduziu esse parametro para valores
préximos ao controle. Como consequéncia da maior ingestdo de ragcdo, 0s animais ob/ob
apresentaram maior peso corporal quando comparados ao grupo controle. Apesar disso, quando
comparamos 0 ganho de peso entre 0s grupos ndo verificamos diferenca estatistica entre os
animais controles e obesos. Isso se deve a idade dos animais, que j& atingiram a maturidade
sexual e, portanto, ndo tem uma taxa de crescimento e ganho de peso pronunciado. Porém,
apesar de estavel, os pesos corporais dos animais obesos foram maiores do que nos animais
controles magros. Os animais tratados com leptina por 42 dias apresentaram perda de peso e
consequente queda do peso corporal, sendo que nas Ultimas semanas de tratamento o0 peso
destes animais estava proximo ao controle. Estes dados asseguram que o tratamento com leptina
por 42 dias foi eficaz no ajuste do peso.

Além de monitorar a ingestdo diéria de racdo, ao final do protocolo experimental o0s
animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas para avaliacdo da ingestdo de agua e fluxo
urinario. Porém, quanto a estes parametros ndo observamos diferencas significativas entre 0s
grupos nos periodos de 28 e 42 dias.

De acordo com dados da literatura, os animais ob/ob sdo hiperfagicos, obesos,
hiperinsulinémicos e hiperglicémicos * 8. No entanto, a hiperglicemia depende do background
genético 8% 82 Camundongos provenientes de linhagens com background C57BL/6-J,
apresentam hiperglicemia de moderada a leve, variavel e que ndo se mantem ao longo do tempo.
De fato, os animais ob/ob utilizados no presente estudo sdo de background C57BL/6-J e
apresentaram valores de glicemia similares aos controles. Nossos resultados corroboram esses
achados da literatura e estdo em acordo com os resultados obtidos por Thieme e colaboradores
8 Para confirmar o estado normoglicémico dos animais controles, obesos e tratados, avaliamos
0s niveis de frutosamina no plasma dos grupos de 28 e 42 dias. A frutosamina é formada pela
ligagdo da glicose a proteinas plasmaticas (principalmente albumina) formando proteinas
glicadas e se mantem aumentada em individuos diabéticos ®. N&o encontramos diferengas
desse parametro entre os grupos estudos, confirmando que os animais obesos utilizados neste
estudo ndo eram diabéticos.

Surpreendentemente, no grupo de 42 dias houve reducao da glicemia apenas nos animais
obesos tratados com leptina em relagdo tanto aos animais controles como obesos. Sabe-se que
a leptina tem efeitos metabdlicos em vérios tecidos, incluindo a supressdo da producdo de
glucagon e corticosterona, aumento da captacdo de glicose (aumenta sensibilidade a insulina) e

inibicdo da produgéo de glicose hepatica, contribuindo para a diminuig&o da glicemia, inclusive
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em animais diabéticos®. Levando em consideracéo estes dados da literatura e que os animais
ob/ob sdo mais sensiveis a agio da leptina exdgena "3 8, a reducio da glicemia nos animais
obesos tratados com leptina observada no nosso protocolo de 42 dias pode ser uma resposta
exacerbada ao tratamento com leptina no metabolismo da glicose destes animais.

Apos constatarmos o efeito da leptina sobre os pardmetros metabolicos, passamos a
investigar a contribuicdo da obesidade e o efeito da leptina nos pardmetros renais. Com relagéo
a funcao renal, sabe-se que a obesidade associada a outras doencas como diabetes e hipertensédo
arterial é considerada um fator de risco para o desenvolvimento de doenca renal cronica (DRC)
87 Porém, pouco se sabe sobre os efeitos da obesidade propriamente dita na funcéo renal,
embora alguns estudos relatem aumento do fluxo sanguineo renal e hiperfiltracdo glomerular
em obesos nio diabéticos ou hipertensos 88 e associem essas alteracdes hemodinamicas com
injaria renal e progressao da DRC.

A creatinina é um produto de degradacao da creatina no musculo, utilizada para avaliar
a funcdo renal na prética clinica e seus valores podem ser utilizados para estimar o RFG, pois
ela é filtrada livremente nos glomérulos, ndo é reabsorvida e apenas uma pegquena quantidade é
secretada pelos tdbulos proximais *°. Nossos resultados indicam que apesar de ndo haver
alteragdo estatisticamente significativa no fluxo urinario, nos niveis de creatinina no plasma ou
no clearance de creatinina dos animais ob/ob do grupo de 28 dias, foi possivel observar um
aumento da creatinina plasmatica nos animais obesos em relagdo ao controle do grupo de 42
dias. O tratamento com leptina ndo alterou este parametro. Em relacdo ao clearance de
creatinina, apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos, foi possivel observar
uma tendéncia a queda neste pardmetro nos animais obesos em relacdo ao controle. O
interessante, € que o tratamento com leptina reverteu a pequena queda no clearance de
creatinina que voltou para niveis dos respectivos controles, sugerindo que nessa condicao
parece ter havido uma resposta renoprotetora do peptideo. Estes resultados indicam um
comprometimento da fungéo renal dos animais obesos, principalmente no grupo de 42 dias.

Além da creatinina, avaliamos também os niveis de ureia no plasma. A ureia é o
principal produto do catabolismo de proteinas, produzido pelo figado e também é utilizada para
avaliar a funcdo renal. Altos niveis de ureia plasmatica podem indicar a diminui¢do da sua
excrecdo urinaria devido a reducdo do RFG °%. Além da creatinina, a ureia plasmatica também
é um indicador de funcéo renal. Apesar de ser livremente filtrada pelo glomérulo, parte da ureia
retorna para o plasma por difusdo paracelular e transportadores especificos distribuidos no
epitélio tubular %. Além disso, a ureia plasmatica é considerada um marcador menos confiavel

da taxa de filtracdo glomerular do que a creatinina, ja que alteracGes na dieta como aumento ou
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diminuigdo na ingestdo proteica séo fatores que podem influenciar de forma significativa os
niveis plasmaticos deste metab6lito®®. Embora apresente essas limitaces, alteracdes nos niveis
plasmaticos da ureia decorrentes da insuficiéncia renal surgem mais precocemente quando
comparado & creatinina %. Nossos resultados corroboram esses achados, uma vez que 0s
animais obesos dos dois grupos apresentaram aumento significativo da ureia plasmatica mesmo
sem alterar a creatinina. Nessa condi¢do, a funcdo renoprotetora da leptina também se
pronunciou no grupo de 42 dias.

Embora os animais obesos tenham apresentado maior ingestdo alimentar do que os
animais dos grupos controle ou obesos tratados com leptina (no protocolo de 42 dias), a
composicdo nutricional da racdo ofertada a todos os grupos foi a mesma. Desta forma,
concluimos que a alteracdo observada na ureia plasmatica foi devido, em grande parte, ao
comprometimento da funcéo renal, e ndo apenas devido ao aumento da ingestdo caldrica. De
fato, as alteracfes sutis na creatinina plasmética e no clearance de creatinina associado ao
resultado de ureia plasmatica nos fizeram considerar que no nosso modelo a obesidade poderia
levar a injarias renais que desencadeariam em comprometimento da funcéo renal e que a leptina
poderia ser renoprotetora. Por esse motivo avaliamos outros parametros de funcédo renal para
corroborar nossos achados.

E bem descrito que na condico de leso renal, a albumindria confirma a perda da funcéo
renal, especialmente por estar associada a injlria glomerular e/fou tubular % %, Nossos
resultados corroboram tais achados, visto que no grupo de 42 dias, e ndo no de 28 dias, 0s
animais obesos apresentaram albuminuria em comparagdo aos animais controle,
interessantemente, a albumindria foi reparada pelo tratamento com leptina. Levando em
consideracdo que alteragOes estruturais na barreira de ultrafiltracdo glomerular dificilmente
seriam reparadas pelo tratamento com leptina, nossa hipdtese € que este peptideo pode ter uma
acao no transporte de proteinas do tubulo proximal, que contribui para melhora da proteindria
obeservada em nosso modelo.

A megalina € uma glicoproteina de alto peso molecular (600 kDa) que pertence a familia
de receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), esta amplamente distribuida na
membrana apical das células do tabulo proximal e tem como funcéo reabsorver e metabolizar
proteinas filtradas pelo glomérulo %. Sabe-se que a megalina esta envolvida com a reabsorgao
de albumina e leptina pelo tdbulo proximal®. De fato um estudo de 2015 conduzido por Briffa
e colaboradores mostrou que o aumento de leptina plasmética leva a redugdo da expressao de
megalina nos tubulos proximais, o que pode contribuir para a proteinuria associada a obesidade

e hiperleptinemia %. Porém, ndo ha na literatura dados sobre a acdo da megalina em modelos
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experimentais que ndo produzem leptina. O foco do presente estudo foi nas alteragGes
glomerulares, mas, a investigagdo da expressao de megalina tubular em nosso modelo poderia
responder se a reposicdo de leptina tem acdo no funcionamento da megalina em
consequentemente na reabsor¢édo de albumina.

Quanto ao manejo renal de eletrélitos, ndo observamos alterages nos niveis plasmaticos
de Na* e K*, 0 que sugere que 0s grupos experimentais mantiveram o balango de eletrolitos no
meio interno. Desta forma, a regulacdo do volume do fluido extracelular parece ndo ter sido
afetada pela obesidade e ocorreu dentro de niveis fisiologicos nos grupos estudados.

Diante das evidéncias de alteracGes na funcédo renal observadas julgamos pertinente
avaliar a integridade da barreira de ultrafiltracdo glomerular. Os poddcitos sdo 0s principais
componentes da barreira de filtracdo glomerular e alteracdes na morfologia de seus processos
podais sdo uma caracteristica comum das doencas renais. Os processos podais vizinhos séo
conectados por uma juncéo intercelular especializada conhecida como diafragma, que serve
como barreira para regular a passagem de macromoléculas do plasma®. Um dos principais
componentes do diafragma é a nefrina, uma proteina de adesdo glomerular especializada que
interage com outras proteinas dentro e fora da célula mantendo a estrutura e funcao da barreira
de ultrafiltracdo glomerular. Além de seu papel estrutural, a nefrina também esté envolvida na
sinalizacdo de poddcitos®. Portanto, alteragOes na expressdo e sinalizagdo da nefrina podem
levar a injdria da barreira de ultrafiltracdo glomerular e consequentemente ao comprometimento
da funcéo renal e proteindria.

Interessantemente, nossos resultados mostram uma reducdo da expressdo de nefrina nos
animais obesos quando comparados ao controle o que indica comprometimento do processo de
filtracdo glomerular. Este resultado esta de acordo com nossos achados, principalmente com a
albumindria observada nos animais obesos. O tratamento com leptina ndo reverteu a perda de
nefrina em relacdo aos animais obesos e ndo desempenhou papel renoprotetor em relacao a este
parametro. Provavelmente isso ocorreu porque noés utilizamos animais em idade adulta para
iniciar o protocolo experimental e a perda de nefrina € uma alteracdo estrutural que ocorreu
previamente ao tratamento com leptina.

Sabendo que a angiotensina Il esta associada a inflamagao e fibrose %! e pode levar a
lesbes na barreira de ultrafiltragdo glomerular %2 passamos a investigar o papel do sistema
renina-angiotensina (SRA) nas altera¢des da funcdo renal associada a obesidade observada em
nosso modelo. Em varios modelos experimentais, a hiperleptinemia esta associada ao aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), hipertensdo arterial 2% 27:28: 29:30 ¢ atjvidade

do sistema renina-angiotensina 3% 3% 3 Além disso, o tecido adiposo sintetiza todos os
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componentes do SRA e a sintese destes componentes € maior quanto maior a area deste tecido
4 Sendo assim, analisamos a expressdo génica de componentes do SRA intra-renal nos grupos
de 28 e 42 dias. Nossos resultados mostram aumento significativo da expressdo de RNAm para
angiotensinogénio nos animais obesos dos grupos de 28 e 42 dias e aumento da expressédo de
RNAmMm para renina no grupo de 42 dias. Como esses animais ndo possuem leptina circulante,
é plausivel sugerir uma participacéo direta do tecido adiposo na ativacdo do SRA intra-renal
dos obesos.

Geralmente, pacientes ou modelos experimentais com doencas cronicas como diabetes,
hipertensdo, obesidade e DRC apresentam um quadro avancado de inflamagdo 0% 104 A
inflamacdo € uma resposta imediata do sistema imunoldgico frente as infecgcdes e/ou injuria
tecidual. Na injuria renal, ha intenso processo inflamatorio com, aumento na expressdo de
moléculas de adesdo além do recrutamento de leucdcitos 1® e a sintese de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1 beta, 6 ¢ 8 (IL-1p,
IL-6, IL-8) e do fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B), que sustentam a injaria
renal 1%, Além disso, sabe-se que o tecido adiposo de individuos obesos produz citocinas pro
inflamatorias que contribuem para um quadro de inflamagdo generalizada 1% !*. Esta elevada
producdo de citocinas inflamatorias, pode contribuir para o desenvolvimento de um quadro
inflamatorio no tecido renal e, consequentemente, levar a injdria renal.

Nossos resultados confirmam o aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias
(TNFa, IL6 ¢ MCP-1) no tecido adiposo dos animais obesos no grupo de 42 dias. Observando
estes resultados, podemos sugerir que 0 aumento do TNFa e das outras citocinas inflamatorias
circulantes, nos animais obesos pode ter contribuido para o desencadeamento de uma resposta
inflamatoria no rim com consequente comprometimento da fungéo renal.

De fato, apesar de ndo termos encontrados alteragdes na expressao de TNFa no tecido
renal em ambos grupos, nossos resultados confirmam o processo inflamatério neste tecido, uma
vez que 0s animais obesos, especialmente os do grupo de 42 dias, apresentaram significativo
aumento da expressdo de RNAm para IL-6 e MCP-1 e o tratamento com leptina néo foi capaz
de reverter este aumento. Estudos demonstraram que a leptina estimula a producéo e liberacdo
de diversas citocinas pré-inflamatdrias, inclusive a IL6 em linfocitos B humanos %7 e em
fibroblastos sinoviais humanos 1% de forma dose dependente. Além disso, como dito
anteriormente, 0s animais ob/ob sdo mais sensiveis a leptina > ®, o que pode explicar o
estimulo da producdo de citocinas inflamatorias mesmo com tratamento em dose fisiologica de
leptina. Portanto, o tratamento com leptina por 42 dias pode ter sustentado o aumento da

expressdo renal de IL-6 nos animais obesos.
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A fibrose é uma alteracdo do processo normal de cicatrizagdo e é caracterizada por lesao,
ativacio e migracdo de miofibroblastos e deposicdo e remodelacdo de matriz 1%, Assim,
considerando que a inflamacdo sustentada pode ser um fator importante no desenvolvimento de
fibrose, e que a fibrose é o desfecho de diversas nefropatias, incluindo a DRC, passamos a
investigar a expressdo génica de componentes pro-fibroticos como a-SMA e colégenos | e 1lI.
Os miofibroblastos sdo um conjunto de fibroblastos “ativos” responsaveis pelo depdsito de
colagenos durante o desenvolvimento do processo fibrotico no tecido renal . A principal

11 por esse motivo, a-SMA é

caracteristica dos miofibroblastos ¢ a expressao de a-SMA e
comumente utilizado como um marcador da transicdo de células epiteliais e endoteliais
em miofibroblastos. Os coladgenos sdo proteinas estruturais importantes para a constituicdo
da matriz extracelular *°. A producio exacerbada dos colagenos | e Il contribui para a
fibrose tabulo-intersticial e é caracteristica comum para a progressdo de doencas renais
Crénicas 112; 113; 114_

Nossos resultados indicam que o0s animais obesos dos grupos de 28 e 42 dias,
apresentaram aumento da expressdo de RNAm para a-SMA e o0 tratamento com leptina nédo
corrigiu este parametro no grupo de 28 dias, mas reverteu no grupo de 42 dias, sugerindo um
estado pré-fibrotico. Quanto aos colagenos, somente o grupo de 42 dias foi avaliado e os
animais obesos apresentaram aumento na expressdo de RNAm para coldgeno I, sem
interferéncia da leptina. Apesar dos resultados de expressdo génica mostrarem um estado pro-
fibrotico, ao avaliarmos a expressao proteica de a-SMA néo encontramos diferenca entre 0s
grupos. Além disso, avaliamos cortes histologicos corados pela técnica de tricromo de masson
(resultado ndo mostrado) que evidencia expressdo de coldgeno e ndo encontramos diferenca
entre os grupos. Estes resultados nos mostraram que, em nosso modelo, a obesidade néo levou
a fibrose. Diante destes resultados julgamos pertinente investigar a morfologia renal
e glomerular.

Alteracdes na morfologia glomerular estdo associadas com diversas condigdes, como a
glomeruloesclerose segmentar focal (GESF)!'°, que podem levar a doengas renais. A obesidade
esta associada a alteracBes estruturais, hemodindmicas e metabolicas no rim e,
consequentemente, torna-se um fator de risco para o desenvolvimento de doengas renais, como
a glomerulopatia relacionada a obesidade®. A glomerulopatia relacionada a obesidade é
caracterizada por glomerulomegalia, reducdo na densidade de podocitos, aumento da matriz
mesangial e a GESF pode ou n&o estar associada a esta condicio 11, Em nosso estudo, no
encontramos alteracGes no peso do rim nos grupos de 28 e 42 dias, 0 que indica que ndo ha

hipertrofia renal nos animais obesos. Porém, ao avaliarmos a morfologia renal encontramos um
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aumento da &rea glomerular nos animais obesos em relagdo ao controle do grupo experimental
de 28 dias, que ndo se manteve no grupo de 42 dias. A evolucéo da glomerulopatia relacionada
a obesidade acontece de forma lenta com progressiva proteinuria e perda da funcao renal,
podendo culminar em doenca renal terminal®. Um dos fatores associado a evolugdo e um pior
desfecho da glomerulopatia relacionada a obesidade ¢ a idade avancada® ®’. Desta forma, é
possivel que a progressdo das alteracdes glomerulares encontradas em nosso modelo ocorra de
forma lenta e gradual e que em idades mais avancadas estas alteracbes sejam mais
pronunciadas. Porém, para confirmar esta hipOtese seria necessario investigar 0s animais em
idade mais avancada do que os utilizados no presente estudo.

Outro fator que deve ser levado em consideracéo é a idade dos animais do grupo de 42
dias. Sabe-se que ao envelhecer camundongos C57BL6-J, machos e fémeas, apresentam
hipertrofia glomerular*” 118, Nossos resultados estio de acordo com estes dados da literatura,
ja que mostram que os animais do grupo controle magro do protocolo de 42 dias tem glomérulos
maiores do que os controles do protocolo de 28 dias. J& nos animais obesos, a hipertrofia
glomerular devido ao envelhecimento ndo parece ter acontecido no mesmo ritmo do que no
grupo controle. Desta forma, ndo observamos diferenca significativa na area glomerular dos
animais controle e obesos do protocolo de 42 dias.

Apesar das diferencas em relagdo a area glomerular entre os grupos de 28 e 42 dias,
nossos resultados indicam que o aumento da area glomerular nos camundongos obesos mais
jovens, podem impactar a funcdo renal destes animais em idade mais avancada. Além do
aumento da area glomerular, nosso modelo experimental apresenta algumas caracteristicas em
comum com a glomerulopatia relacionada a obesidade como: proteinuria, reducdo da expressao
de nefrina, o que indica reducdo na densidade de poddcitos e ativacdo do SRA que pode
contribuir para o agravamento da injdria renal®®:¢7:11°, Porém, ndo observamos em nosso modelo
fibrose ou glomeruloesclerose, levando em conta o aumento da area glomerular e a provavel
perda de poddcitos, julgamos pertinente avaliar se a obesidade estimula a proliferacao celular
em glomérulos, ja que na glomerulopatia relacionada a obesidade ha expansdo mesangial e
proliferacdo de células mesangiais'*®.

Ki67 é uma proteina nuclear ndo-histona, envolvida nas etapas iniciais da sintese de
RNA ribossémico dependente de polimerase |. E expressa no ntcleo da célula durante as fases
do ciclo celular G1, S, G2 e M, mas ndo na fase GO (quando a célula esta em estado quiescente),
sendo que a célula atinge o nivel maximo de expressdo de Ki67 durante a mitose?°. Por este
motivo, o Ki67 é utilizado como marcador de proliferacdo celular. Interessantemente, nossos

resultados mostram um aumento na expressdo génica de Ki67 no tecido renal dos animais
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obesos do grupo de 42 dias quando comparados ao controle. O tratamento com leptina reduziu
a expressdo de Ki67 em relagdo aos animais obesos sem tratamento. Este resultado indica que
hd aumento da proliferacdo celular no rim dos animais obesos e que a leptina parece
desempenhar papel renoprotetor.

Diante deste resultado, julgamos pertinente avaliar a proliferacdo celular glomerular no
grupo experimental de 42 dias. Nos animais obesos houve um aumento na quantidade de
nucleos celulares no glomérulo quando comparados com os animas controle, o tratamento com
leptina ndo reduziu a quantidade de nucleos celulares de forma significativa em relacdo aos
animais obesos sem tratamento. Este resultado confirma que no nosso modelo experimental, a
obesidade estimulou a proliferacdo celular glomerular e ndo houve interferéncia do tratamento
com leptina.

Como demonstrado anteriormente, nossos resultados indicam perda de nefrina e,
consequentemente, de poddcitos nos animais obesos. Diante dos resultados de proliferacdo
celular nos glomérulos, avaliamos a marcacao por imunofluorescéncia com Tumor de Wilms 1
(WT1) para confirmar a reducdo da densidade de poddcitos em nosso modelo. O WT1 é um
fator de transcricdo que tem papel fundamental na nefrogénese e diferenciacdo de poddcitos.
No glomérulo maduro, a expressdo de WT1 é restrito a poddcitosi?!, por este motivo o WT1 é
utilizado como marcador desta células e pode ser utilizado para avaliar injuria podocitaria®??.
Em nosso modelo experimental fizemos a colocalizagdo dos nucleos marcados com DAPI
(marcador de nucleos celulares) e WT1 e em seguida calculamos a razdo DAPI/WT1. No grupo
obeso houve reducdo da relacdo DAPI/WT1 e o tratamento com leptina ndo alterou este
parametro em relacdo aos animais obesos. Desta forma, estes resultados confirmam a reducéo
da densidade podocitaria nos animas obesos, sem interferéncia do tratamento com leptina.

Estes resultados nos fizeram questionar se as células em proliferacdo nos glomérulos de
animais obesos poderiam ser células mesangiais. Levando em consideracdo que nosso modelo
tem muitas caracteristicas em comum com a glomerulopatia associada a obesidade, e que nesta
condicdo ha expansdo mesangial, seria pertinente investigar este parametro. De fato, este era
nosso objetivo, porém, devido a pandemia de Sars-CoV-2 e as restri¢Oes de circulagdo impostas

pela mesma, ndo foi possivel realizar estes experimentos.
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7 CONCLUSOES

Em conjunto, nossos resultados mostram que a obesidade dos camundongos ob/ob
compromete a barreira de ultrafiltracdo glomerular e a funcdo renal. Nos animais obesos ha
maior ativagdo do SRA intrarenal e maior liberacdo de citocinas inflamatdrias sistémicas, que
por sua vez, estimulam a producgdo de fatores inflamatdrios no rim. A inflamacéo do tecido
renal contribui para injarias que podem estar associadas a diversas doencas renais. N0SSO
modelo de obesidade tem muitas caracteristicas em comum com a glomerulopatia associada a
obesidade. Porém, ndo encontramos evidencias de fibrose ou glomeruloesclerose em nossos
animais obesos, apesar de em camundongos mais jovens haver aumento da area glomerular que
pode contribuir com as alterac6es renais observadas, mesmo em idade mais avangada. Nossos
resultados também apontam que nos animais obesos houve proliferacdo celular no tecido renal
como um todo e em glomérulos, o que pode indicar expansdo mesangial, que também é uma
caracteristica da glomerulopatia associada a obesidade. Porém, para confirmar esta hip6tese
seriam necessarios mais estudos.

O tratamento com leptina por 42 dias, por reduzir a massa de tecido adiposo, reduz a
inflamacéo sistémica e a ativacdo do SRA intrarenal e, portanto, tem papel renoprotetor neste
processo. Porém, a leptina ndo foi capaz de reverter todos os parametros observados, portanto,

mostrou-se parcialmente renoprotetora.
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