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Resumo

Introducdo: A doenca renal diabética é a principal causa de doenca renal crénica em
estagio final no mundo, sendo caracterizada por danos nos diferentes compartimentos
renais, em especial, nos poddcitos. A desregulacdo das vias da autofagia e da mTOR
sao alguns de seus mecanismos fisiopatolégicos. Além disso, a expressao reduzida de
Klotho — uma proteina renoprotetora — também tem sido associada a essa condicao.
Nesse sentido, a terapia celular com células-tronco mesenquimais, em sinergia a
empagliflozina e a restricdo calorica, pode representar uma abordagem eficaz e
inovadora para o tratamento desta doenca. Objetivo: Avaliar o potencial da terapia
celular com células-tronco mesenquimais originarias da medula 6ssea na modulacao da
autofagia e expresséo de Klotho, em sinergia a empagliflozina e a restricdo cal6rica na
doenca renal diabética. Métodos: Como modelo experimental in vivo, utilizamos
camundongos machos da linhagem BTBR®"° com 14-15 semanas e 18-20 semanas de
idade. Este € um modelo knockout para o gene da leptina; assim, trata-se de um animal
obeso que desenvolve diabetes mellitus e doenca renal diabética, apresentando
hiperglicemia e proteindria de forma tempo-dependente. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos e tratamentos: BTBR°Y°® (sem tratamento), Empagliflozina, restricdo
caldrica (grupo que recebeu empagliflozina aliada a restricdo calérica de 30% em relagéo
ao Grupo Empagliflozina e injecdo de salina), restricdo cal6rica + células-tronco
mesenquimais (grupo tratado com empagliflozina, restricdo caldrica e células-tronco
mesenquimais). Ao longo do acompanhamento, 0s animais tiveram sua glicemia de jejum
avaliada quinzenalmente, e foram pesados trés vezes na semana, sendo esta frequéncia
alterada para pesagem diaria posteriormente. Ademais, foi realizada a coleta de urina de
todos o0s animais, a partir da utilizacdo da gaiola metabdlica. Ao final do
acompanhamento, os animais foram submetidos a eutanasia por overdose anestésica e
seus tecidos coletados para anélises de expressao génica, através da reagdo em cadeia
da polimerase guantitativa em tempo real, expressao proteica, através de Western blot e
analises histologicas, através da imunohistoquimica de LC3 e Klotho. As células-tronco
mesenquimais utilizadas compunham o nosso banco biolégico, tendo sido obtidas pelo
Nosso grupo a partir de camundongos Rosa26 mTmG e, previamente, caracterizadas.
Resultados: A terapia com células-tronco mesenquimais se mostrou eficaz para a

reducdo da glicemia neste modelo animal, embora com tempo limitado. Ela também
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atenuou a hiperativacéo autofagica caracteristica dos estagios iniciais da doenca renal
diabética — presente em nosso modelo. Por fim, o grupo de terapia celular apresentou
maior expressdo da proteina Klotho e esta se correlacionou, inversamente, ao estresse
oxidativo cortical e medular. A expressdo de s6 fosforilada também se apresentou
reduzida nessa abordagem terapéutica, sugerindo a modulacdo da via mTOR.
Conclusao: A autofagia e via mTOR sdo moduladas pelas células-tronco mesenquimais
em combinagdo a empagliflozina e restricdo caldrica. Além disso, estes efeitos estéo,
potencialmente, associados a expressado de Klotho, embora a elucidagdo deste ponto

necessite de estudos futuros complementares.

Descritores: Autofagia; Nefropatias diabéticas; Células-tronco mesenquimais; Proteinas
Klotho
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do diabetes mellitus e da doenca renal diabética

Estima-se que, mundialmente, 589 milhdes de pessoas convivam com
o diabetes mellitus (DM), sendo que, em 2024, aproximadamente 3 milhdes de mortes
foram associadas a esta doenca, segundo a Federacéo Internacional do Diabetes.®
Quanto a populacao brasileira, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes e o0 Ministério
da Saude, o DM tipo 2 (DM2) afeta cerca de 6,9% de individuos,® sendo este tipo de
diabetes o predominante em 90% dos pacientes diabéticos no pais.(® Esta desordem
metabdlica tem etiologia multifatorial, sendo a obesidade um de seus importantes fatores
de risco.® Esta condicdo esta associada a altas taxas de hospitalizacdes e a impactos
financeiros para os pacientes e seus familiares, bem como para o sistema de saude. O
DM resulta em complicacfes, tais como retinopatia, doencas cardiovasculares e, o tema
principal deste trabalho, a doenca renal diabética (DRD).®® Constituindo a principal causa
de doenca renal em estagio final (ESRD - end-stage renal disease) mundialmente, a DRD
contribui para o aumento dos casos de morbimortalidade, sobretudo por estar associada
a complicagdes cardiovasculares.® Sendo uma doenca cronica, a prevaléncia de DRD
tem aumentado com o passar dos anos, especialmente devido ao envelhecimento da
populagdo® e ao aumento da prevaléncia de DM.

Os mecanismos fisiopatolégicos de desenvolvimento e progressao da
DRD ainda n&o estao completamente elucidados, mas estéo relacionados, dentre outros
aspectos, a hiperglicemia e glicotoxicidade sistémicas caracteristicas da doenca.® Estas
resultam, por exemplo, no acumulo de produtos de glicacdo avancada (PGA), no
estresse oxidativo e na inflamacéo.”” Ademais, ha alteracdes hemodinamicas e ativacéo
do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) no DM, resultando em hipertensao
glomerular, além da hiperfiltracdo glomerular.() A vasoconstricdo da arteriola eferente
pela Angiotensina-ll contribui para a elevacédo da presséo intraglomerular, que, entéo,
sobrecarrega o glomérulo, contribuindo para sua atrofia e consequente sobrecarga de
demais glomérulos.® Esta hipertenséo glomerular, em conjunto a hiperglicemia, também
contribui para a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias e pré-fibroticas, como a
interleucina-1 (IL-1) e transforming growth fator—8 (TGF-), de diversas fontes, tais quais

das proprias células vasculares, macréfagos residentes e células renais.®



As alteracOes descritas anteriormente favorecem as anormalidades
histoldgicas e funcionais glomerulares observadas na DRD. Dentre elas, encontram-se
0 espessamento da membrana basal glomerular e tubular, expansdo da matriz
mesangial, glomeruloesclerose — isto é, acumulo de matriz extracelular no
glomérulo - além de perda de poddcitos. Consequentemente, ocorre a reducao da taxa
de filtragcdo glomerular e albuminiria,® dentre outras manifestacdes clinicas, e a

necessidade de didlise, ou transplante renal, pelo paciente.)

1.2 Podocitos

Os poddcitos séo células epiteliais terminalmente diferenciadas. Eles
apresentam prolongamentos citoplasmaticos, os pedicelos, e a interagdo de protusdes
podocitarias entre poddcitos adjacentes da-se o nome de fenda diafragmatica.(? Estas
células compbdem funcional e estruturalmente a barreira de filtracdo glomerular,
juntamente as células endoteliais e a membrana basal glomerular, sendo que o
funcionamento adequado dessa estrutura depende, dentre outros fatores, da integridade
morfolégica e funcional podocitaria.*® Ademais, eles também desempenham fungées
como o suporte estrutural dos capilares glomerulares e a regulacdo da taxa de filtracédo
glomerular.(4

As proteinas alfa-actinina-4, actina e sinaptopodina sdo de
fundamental importancia para a morfologia podocitaria. Ha, também, as proteinas da
fenda diafragmaética e que participam da interacdo de poddcitos entre si e com a matriz
extracelular, como a nefrina e podocina. Estas interacbes sao importantes para a
sobrevivéncia, ades&o celular e organizacdo do citoesqueleto.*® Deve-se enfatizar a
necessidade da manutencao da arquitetura do poddcito para sua funcédo, de modo que,
mesmo se suas proteinas foram adequadamente expressas, caso ndo estejam
localizadas corretamente, havera comprometimento da funcdo podocitaria.(?

Devido a auséncia da capacidade proliferativa podocitaria, lesdes
nestas células favorecem a disfuncdo da barreira de filtracdo glomerular, o que resulta
na proteindria e glomeruloesclerose, por exemplo. Na DRD, os poddcitos sédo alvos de
injurias, sendo a diminuicdo em seu nimero presente na progressao da doenca,® além
de sua disfuncdo devido a simplificacéo/retracédo de seus pedicelos, denominada foot
process effacement.(*® Dessa forma, estratégias que contribuam para a preservacgao da

funcdo podocitaria sdo de suma importancia para preservacao da funcao renal.



1.3 Autofagia e via mTOR: importancia e alteracdes na doenca renal diabética

A autofagia € um processo catabdlico no qual componentes
intracelulares, como proteinas e organelas, sdo degradados.!”) Esta é uma via,
evolutivamente, conservada e regulada por 32 proteinas, denominadas autophagy
related genes (Atg).1!® Dentre os trés tipos existentes de autofagia (macro e
microautofagia, e autofagia mediada por chaperonas), o objeto de estudo neste trabalho
€ a macroautofagia, sendo que o termo “autofagia” sera utilizado, a partir deste ponto,
para se referir a este processo.

A iniciacdo da via se da pela formacdo do fagéforo, uma estrutura
dupla-membrana. Ao longo do seu amadurecimento, a proteina microtubule-associated
protein light chain 3 (LC3) é processada e inserida a esta estrutura, formando o
autofagossomo. Deve-se ressaltar que a LC3 é clivada, inicialmente, em LC3-I, a qual,
mais adiante, é convertida a LC3-11.18) Esta ultima forma de LC3 é aquela inserida no
fagoéforo, sendo, portanto, este marcador e a razdo LC3-I/LC3-ll maneiras importantes e
comumente utilizadas para avaliacao do fluxo autofagico. Por fim, o autofagossomo se
funde aos lisossomos, originando a estrutura denominada autofagolisossomo, onde a
degradacéo intracelular ocorre. Nesse sentido, outra proteina que deve ser mencionada
€ a sequestosome-1 (p62/SQSTM1). Ela se trata de uma proteina adaptadora que
permite a interacéo da carga a ser degradada com o autofagolisossomo.®8 Assim, estas
proteinas sdo importantes marcadores autofagicos, de modo que altos niveis de LC3-II
— um marcador de autofagossomos - concomitantemente a baixos niveis de p62 — um
marcador de fluxo autofagico - sdo esperados diante da autofagia ativa, na qual ha a
degradacédo dos autofagossomos. A alta expresséo de LC3-Il em conjunto a altos niveis
de p62, por outro lado, denotam o bloqueio da via em suas etapas finais, no qual ocorre
acumulo tanto de autofagossomos quanto de material a ser degradado.®®

O desequilibrio da via autofagica se faz presente desde o estagio
inicial da DRD®9 e contribui para os desfechos observados nesta patologia. A deficiéncia
autofagica, por exemplo, tem sido associada ao aumento do estresse oxidativo, além da
inflamacéo e fibrose, no cenario da DRD.?1??) Interessantemente, mesmo em células
renais saudaveis, a inibicdo da autofagia resultou em maior atividade de TGF-f e
deposicdo de colageno.®

Em modelos animais de obesidade, por exemplo, o menor fluxo



autofagico elevou as lesdes tubulointersticiais.®® Apesar dos poddcitos, em condigées
fisiolégicas, apresentarem elevados niveis de autofagia,?® dados na literatura
evidenciam que a funcéo desta via ndo é completamente elucidada nos diferentes tipos
celulares renais.?¥ Revisdes recentes tém fortalecido esse ponto ao discutirem a funcdo
dual autofagica — protetora ou danosa — nos diferentes compartimentos renais.@
Trabalhos experimentais tém demonstrado que, na lesdo renal aguda, a via autofagica é
ativada, porém, diante de sua ativacdo persistente, h4 inducéo de fibrose tubular, bem
como inflamagc&o intersticial e morte celular.(?226)

Sabe-se que, dentre as vias regulatorias da autofagia, a mammalian
target of rapamycin (mTOR) € a principal, inibindo a iniciagdo da via autofagica.?”) Esta
via participa, principalmente, na detecgdo de nutrientes e forma dois complexos
funcionais distintos - mammalian target of rapamycin complex 1 (nMTORC1) e mammalian
target of rapamycin complex 2 (mMTORC2). O primeiro é associado a diferenciacéao e
crescimento celular; o segundo, a reorganizacdo do citoesqueleto e proliferacédo
celular,?® embora sua funcéo ainda seja pouco esclarecida. A via mTORC1, sensivel a
rapamicina e principal responsavel pela inibicdo da autofagia, € composta, dentre outros
elementos, pela proteina regulatory-associated protein of mTOR (Raptor), a qual permite,
indiretamente, a fosforilagdo de alvos da mTORC1, como a ribosomal protein S6 kinase
(S6K), além de regular a localizacdo do complexo mMTORCL1. A via mTORC2, por sua
vez, insensivel a rapamicina, € composta, dentre outros elementos, pela
rapamycin-insensitive companion of mTOR (Rictor), proteina ligante do complexo
MTORC2. Dentre os efeitos de sinalizacdo desta via, encontra-se a ativacdo de protein
kinase B (AKT), proteina que participa da regulacdo do metabolismo e crescimento
celular.?® Estudos demonstram que a reducdo da expressdo de mTORC2 esta
relacionada a consequéncias negativas na morfologia celular.(©031

Considerando-se o cenario da DRD, a literatura evidencia que a
hiperativacdo da via mTOR esteja presente em poddcitos desde estagios precoces na
doenca,*”32 o que contribui para a elevacdo do estresse oxidativo intracelular, por
exemplo, devido a menor remogéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pela via
autofagica.®® Além disso, este fato também leva a desfechos como proteintria, perda
podocitaria e expansio da area mesangial.1232) A inibicdo da via mTOR, por outro lado,
tem sido relacionada a reducéo da perda podocitaria, bem como de danos histologicos e
funcionais, sugerindo que esta possa ser uma estratégia para a prevencao das lesdes

renais desenvolvidas no DM.(2:32.33) Adicionalmente, em poddcitos, trabalhos indicam



gue mTORC2 pode ter a alfa-actinina-4 como alvo, levando a recuperacdo do
citoesqueleto diante de sua upregulation, isto €, aumento de sua expressao, em modelos
de lesdo renal.®9 Além disso, a ativacdo da autofagia e rearranjo do citoesqueleto
podocitério através da via mTORC2 em modelos de lesdo renal também ja foi
constatada.®

Ha evidéncias, portanto, de que as vias mTORC1 e 2 tenham efeitos
sinérgicos nas lesdes podocitarias quando desreguladas, mesmo diante do fato de suas
ativacdes ocorrerem de formas independentes,®® sendo o equilibrio entre essas vias
importante para a homeostase dos poddcitos.® Deve-se destacar, porém, a importancia
de ambas as vias para o desenvolvimento renal desde estagios embrionarios,®% bem
como os efeitos deletérios de sua inibicdo a depender do momento e contexto da DRD.
A delecdo de Rictor podocitario em um modelo murino, por exemplo, resultou em maior
albuminuria diante do aumento de ingesta proteica pelo animal, conforme descrito por
Godel et al., apontando para a relevancia de mTORC?2 diante do estresse podocitario.©?
Este mesmo grupo de pesquisa também realizou o knockout podocitario simultaneo de
Raptor e Rictor e demonstrou o desenvolvimento renal deficiente, paralelamente a
proteindria, glomeruloesclerose e mortalidade precoce dos animais. Por outro lado,
também ha um estudo pré-clinico com modelo murino de leséo renal aguda em que foi
constatada a modulacdo da via TGF-3, contribuindo para a fibrose intersticial, pela via
de Rictor/mTORC2.8)

Em conjunto, os dados ressaltam a dinamicidade das vias, bem como
a necessidade de sua elucidacédo, permitindo que constituam alvos terapéuticos para o
tratamento da DRD. O uso de rapamicina, inibidor de mTORC1, por exemplo, restaura a
morfologia e funcdo podocitarias.*® Apresenta, contudo, diversos efeitos nefrotdxicos
uma vez que danos estruturais podocitarios ja estejam estabelecidos.G”) Esta
observagéo, somada a auséncia de inibidores seletivos para mTORC2 e divergéncia nos
achados experimentais acerca da ativagéo das vias a depender do compartimento renal
e estagio da DRD considerado fortalece a relevancia de estudos pré-clinicos neste
cenario, como o atual trabalho. Compreender a modulacdo das vias possibilita
abordagens terapéuticas inovadoras e sinérgicas as atuais.

Na figura 1, pode-se observar, de forma simplificada, as vias

mencionadas no contexto hiperglicémico.
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Figura 1. Esquema representativo simplificado das implicacdes moleculares da
hiperglicemia nos desfechos clinicos apresentados na doenca renal diabética

1.4 Klotho: possivel estratégia terapéutica para doenca renal diabética

A proteina Klotho, conforme explorado na revisdo de literatura feita
pelo nosso grupo, pode se apresentar como proteina transmembrana ou de forma
soltvel, quando clivada por enzimas.®® Nos rins, sua expressdo ocorre,
majoritariamente, na membrana das células epiteliais tubulares proximais e distais.%
Em ambas as suas formas, esta proteina é importante para o equilibrio i6nico e
homeostase,“9 por estar relacionada, dentre outros efeitos biolégicos a fosfattria®? e a
reducdo da absorcéao intestinal de fosfato.(? A proteina também participa da regulacéo

de canais de calcio,*® além de apresentar funcdo antifibrética,*? antioxidante,
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anti-senescéncia e ser protetiva diante dos danos renais causados pela ativacdo do
SRAA.“2)

A DRD é uma condicdo em que a expressdo de Klotho se encontra
reduzida,® conforme detectado na urina e plasma de pacientes.® Este fato acompanha
o declinio da funcdo renal e esta relacionado as complicacdes extrarrenais do DM,
presente desde estagios precoces da doenca renal. A proteina Klotho, entdo, pode ser
utilizada como um biomarcador precoce de DRD“9 e indicador de doenca renal.(“?)

Paralelamente, segundo a literatura e conforme revisado pelo nosso
grupo, a inducdo ao aumento de niveis de Klotho endégenos ou sua administracao
exégena podem melhorar o funcionamento renal,®® o que a caracteriza como um

potencial alvo terapéutico na DRD.

1.5 Diretrizes para a terapia da doenca renal diabética

As diretrizes atuais para o tratamento da DRD se baseiam na terapia
multifacetada da doenca, visando o retardo de sua progressao. A saber, no ambito nao-
farmacoldgico, a mudanca nos héabitos de vida do paciente, como controle alimentar e
de peso, pratica regular de exercicios fisicos e a interrup¢do do habito de fumar sao
essenciais. Farmacologicamente, sdo quatro os pilares de tratamento desta condicéo,
sendo eles, 0 uso dos inibidores do SRAA, inibidores do sodium-glucose co-transporter
2 (SGLT2), antagonistas nédo esteroidais do receptor mineralocorticoide — em destaque,
a finerenona — e os agonistas do receptor glucagon-like peptide-1 (GLP-1).(47:48)

1.6 Inibidores do cotransportador de sodio e glicose do tipo 2

Os inibidores do cotransportador SGLT2 (iISGLT2) representaram um
avanco no tratamento da DRD. Seu mecanismo de agéo, representado na figura 2,
consiste na inibicdo da reabsorcéo de glicose e sddio nos tubulos proximais, o que leva
a glicosuria, acompanhada pela natriurese, permitindo o controle dos niveis glicémicos
do paciente. Estes medicamentos, portanto, resultam na diminuicdo da glicotoxicidade
local e sistémica. Contribuem, assim, para a reducdo do estresse oxidativo, inflamacéo

e fibrose presentes na DRD associados a hiperglicemia e hiperfiltracdo de glicose



constantes nesta doenca.*? A empagliflozina se trata de um iSGLT2 de surgimento
recente e possui efeitos renoprotetores potentes, resultando em menores taxas de
macroalbuminuria e atenuacdo da hiperfiltracdo glomerular,®*® além de reducdo da
presséao intraglomerular.

Além dos efeitos hemodinamicos, tais quais reducdo da presséo
arterial e da rigidez de artérias, os iISGLT2 possuem, também, efeitos nao
hemodinamicos, como propriedades antifibréticas no coragdo.®V) Nesse sentido, estudos
clinicos com a empagliflozina como o EMPA-REG-OUTCOME, EMPEROR-Reduced e o
EMPA-Kidney, em pacientes com DM e doencas cardiovasculares associadas,
demonstraram que o farmaco reduziu as taxas de hospitalizacdo e mortalidade por
doenca cardiovascular relacionada a essa doenca.®?%% Esses farmacos, portanto,
melhoram, também, a condicdo cardiaca do paciente; é valido ressaltar que, conforme
mencionado anteriormente, as doencas cardiovasculares sdo uma das principais
complicacGes da DRD, contribuindo para a mortalidade dos pacientes nesta condi¢ao.

A eficacia do tratamento com a empagliflozina, entretanto, depende
da taxa de filtracdo glomerular (eGFR - estimated glomerular filtration rate) apresentada
pelo individuo, pois seus efeitos dependem da filtragdo nos glomérulos.®® Ademais, ha,
também, alguns possiveis eventos adversos no seu uso, como maior risco de infeccdes
do trato genitourinario, cetoacidose diabética euglicEmica e hipovolemia em individuos
idosos e com fatores de predisposicdo.®® Apesar desses aspectos, a empaglifiozina é
segura para o organismo, sendo um desafio atual no tratamento da DRD o fato deste
farmaco nao recuperar estruturas renais ja danificadas em decorréncia da doenca até o
momento de inicio da terapia medicamentosa.

Diante deste cenario, é necessario o estudo de novas abordagens
terapéuticas para a reducdo da progressao da DRD que atuem em sinergia com a

empagliflozina, potencializando os efeitos positivos da terapia para o paciente.
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Figura 2. Mecanismo de ac¢éo da empagliflozina

1.7 Terapia da doencga renal diabética com células-tronco mesenquimais

Estas abordagens terapéuticas sdo promissoras. Entretanto, ndo séo
capazes de restaurar as estruturas ja lesionadas até o momento de inicio do tratamento.
Assim, torna-se relevante o estudo de novas abordagens terapéuticas para a DRD que
atuem em sinergismo com as opc¢les terapéuticas ja utilizadas. Dentre as novas
abordagens, destacam-se as células-tronco mesenquimais (CTMSs).

Com capacidade de diferenciacdo em condrdcitos, adipdcitos e
osteocitos,®) as CTMs apresentam propriedades angiogénicas, assim como de
reconhecimento do tecido lesionado através de seus receptores. Estas células sao
imunomodulatérias e, além de interagirem com outras células fisicamente, liberam
moléculas como citocinas e fatores de crescimento, dentre outros componentes,

relacionadas a sua imunomodulacéo e reparacdo de tecidos lesionados.®® Ademais, as
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CTMs liberam, também, vesiculas extracelulares, contendo, por exemplo, miRNAs; deste
modo, seu secretoma € importante para seu potencial imunomodulatério e de estimulo a
sobrevivéncia celular.®® Outro ponto relevante a ser discutido é que as vesiculas
secretadas pelas CTMs também apresentam capacidade de modular o estresse
oxidativo, levando a sua reduc&o. (061

Estudos em modelos animais tém demonstrado a utilizacdo das CTM
em terapias para doencas renais agudas e crbnicas, com reducdo das lesdes
caracteristicas nos rins. Uma metanalise com quarenta estudos pré-clinicos, por
exemplo, demonstrou a melhora dos parametros renais relacionados ao
desenvolvimento da DRD, tais como reducdo de glomeruloesclerose, hipertrofia
glomerular, fibrose, estresse oxidativo e inflamacgdo.®? Além disso, quando cultivadas
com poddcitos em hiperglicose - condi¢cao similar a DRD - as CTMs promovem redugéo
da apoptose e elevacédo do fluxo autofagico nessas células, ao passo que inibem a via
mTOR.®3 Em relacéo as células epiteliais tubulares, nas mesmas condi¢des descritas
previamente, as CTMs induzem a reducao de apoptose e o aumento da expressao de
Klotho.(®4

E importante mencionar que as CTMs vém sendo utilizadas e
analisadas em estudos clinicos para outras doencas, como cardiomiopatias. Uma
metandlise de trinta e um estudos clinicos — totalizando 1521 participantes - envolvendo
faléncia cardiaca, por exemplo, demonstrou a melhora em parametros cardiacos com a
terapia celular, como melhora na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, apesar das
limitagGes do estudo.®® Igualmente, um estudo conduzido com trinta pacientes com
cardiomiopatia isquémica tratados com CTMs demonstrou melhoras em parametros
ventriculares e de cicatrizacdo nos locais de aplicacdo da terapia celular (aplicacao
transendocardial).®® As CTMs tém se demonstrado seguras, como mencionado nestes
trabalhos e, também, em outras revisdes de grande porte, como a revisdo sistematica e
metandlise de ensaios clinicos SafeCell.6”) Nela, as células foram associadas a febre
transiente, porém, ndao houve correlacéo entre a infuséo celular e toxicidade sistémica,
infeccbes e Obito, por exemplo. Considerando-se o cenario renal, uma metanalise
recente avaliou trabalhos dos ultimos dez anos acerca do uso de CTMs na DRD, através
de seu impacto na taxa de filtracdo glomerular estimada (TFG). Budiman et al.(®
relataram os efeitos benéficos desta terapia em estudos controlados.

E importante ressaltar que todos estes trabalhos apresentam

limitagGes, como necessidade de ampliacéo dos efeitos adversos avaliados e presenca
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de heterogeneidade entre os estudos clinicos, exigindo estudos futuros. Eles, entretanto,
fortalecem o potencial das CTMs na clinica e servem como base essencial para o

desenvolvimento de novas pesquisas, como este trabalho.

1.8 Modelos murinos de diabetes mellitus

As pesquisas do DM in vivo sdo de suma relevancia para o estudo de
novos alvos e/ou abordagens terapéuticas, bem como dos mecanismos fisiopatologicos
envolvidos nesta condicdo, no cenéario da complexidade de um organismo vivo. Nesse
sentido, existem alguns modelos, especialmente murinos, utilizados para este propésito,
conforme revisado em meta-analises recentes.©%-71)

Brevemente, o DM pode se desenvolver nos animais por inducao
quimica ou altera¢cBes genéticas. Os camundongos da linhagem C57BL/6, por exemplo,
podem  apresentar mutagbes induzidas no gene do receptor da
leptina — camundongos db/db — e sdo, amplamente, utilizados em estudos pré-clinicos.(?
Estes animais, entretanto, ndo reproduzem com grande similaridade as alteracfes
histoldgicas renais desenvolvidas pelos humanos em tempo viavel, como descrito por
Hudkins et al.(’® Um trabalho, por exemplo, caracterizou a elevacgio da protein(ria nestes
animais apenas entre 8 e 10 meses de idade.(

Ainda no ambito genético, os camundongos da linhagem C57BLKS/J
também podem apresentar a mutacdo db/db e, dessa forma, desenvolverem DM de
forma mais acelerada do que o modelo C57BL/6. Ainda assim, sua albuminuria se torna
evidente em 12 semanas(™ e o modelo também apresenta variabilidade genética
marcada por alelos de outras linhagens, o que contribui para possiveis fatores de
confus&o no estudo fisiopatoldgico da DM.(78)

A dieta rica em gordura, aliada ou n&do a injecdes da glicosamina
estreptozotocina (STZ), também é uma forma de inducdo de DM neste modelo. E
importante mencionar que a STZ por si s6 € nefrotéxica e induz lesdo renal aguda,”
exigindo padronizacao da dose administrada e podendo ser um fator de confusédo nos
dados obtidos.

Diante dessas limitagdes — principalmente, no ambito de similaridade
com a fisiopatologia humana e seu desenvolvimento em tempo viavel nos animais,("® um

modelo murino importante para o estudo da DRD in vivo € o camundongo linhagem BTBR
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com mutacdo ob/ob - knockout para o gene do hormdnio leptina. Estes animais,
caracterizados por Clee et al.® e com a DRD caracterizada por Hudkins et al.("®
apresentam resisténcia a insulina, além de hiperglicemia e proteindria que se
desenvolvem de forma tempo-dependente.’® Ademais, apresentam obesidade e
comprometimento extrarrenal, como no figado, por exemplo. Histologicamente, estes
animais apresentam as caracteristicas tipicas da DRD, como hipertrofia glomerular,
expansdo de matriz mesangial severa, infiltracdo inflamatéria e perda podocitéria,
embora 0s mecanismos que levem a este Ultimo desfecho ainda estejam em
avaliacdo.(”® Em comparagdo a outros modelos animais utilizados nos estudos
pré-clinicos da DRD, esta linhagem apresenta a progressdo mais rapida da doenca e
com severidade similar aos humanos, sendo, por isso, 0 modelo animal mais robusto
disponivel atualmente para o estudo da doencga em questéo.

Diante do aumento da prevaléncia de DM devido ao envelhecimento
populacional e elevacédo da obesidade, a terapia celular torna-se aliada como potencial
tratamento da DRD, em sinergia a outras abordagens terapéuticas ja realizadas. Esta
terapia visa a melhora na qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes a partir da
atenuacdo dos danos renais. Nesse sentido, estudos pré-clinicos, como o presente
trabalho, tém grande relevancia por permitirem o fornecimento de dados, principalmente
sobre mecanismos fisiopatolégicos, para estudos futuros. Ademais, a literatura tem
demonstrado como a desregulacdo da autofagia esta presente em diversas patologias,
principalmente, em células com baixa/auséncia de capacidade proliferativa, tais como os
poddcitos. Além disso, ainda ndo ha informacgdes acerca deste topico no modelo animal
utilizado, caracterizado por sua robustez.

A terapia com CTMs, aliada a empagliflozina e a restricao caldrica,
possui potencial para reduzir a hiperativacdo autofagica na DRD, contribuindo para sua

atenuacao (Figura 3).
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Pretende-se investigar se a terapla com células-tronco mesenquimais,
aliada a empagliflozina e a restricdo cal6rica, é capaz de modular a
autofagia, com participacdo da via mTOR no processo, para a manutencao
da morfologia e funcdo podocitarias. Esta modulacdo potencializaria o
retardo da progressdo da DRD promovido pelas terapias padrdo-ouro
disponiveis atualmente. CTMs: células-tronco mesenquimais; mTORC1:
mammalian target of rapamycin complex 1; mTORC2: mammalian target of
rapamycin complex 2; AMPK: AMP-activated protein kinase; TSC1:
tuberous sclerosis complex 1; TSC2: tuberous sclerosis complex 2; AKT:
protein kynase B; ULK, Unc-51-like kynases 1; Raptor: regulatory-
associated protein of mTOR; Rictor: rapamycin-insensitive companion of
MTOR; s6: s6 kinase; LC3-1 e LC3-1I: microtubule-associated protein 1 light
chain 3; p62: sequestosome 1.

Fonte: Elaborada com a ferramenta Canva. Disponivel em:
https://www.canva.com/

Figura 3. Esquema representativo da hip6tese central do projeto

1.9 Objetivos

1. Avaliar o potencial da terapia celular com células-tronco
mesenquimais obtidas da medula 0ssea, aliadas a empagliflozina e a restricdo caldrica,

na modulagdo da autofagia in vivo, contribuindo para a atenuacao da progressao da


https://www.canva.com/
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doenca renal diabética. Em camundongos BTBR°Y° tratados com empagliflozina,
restricdo caldrica e administracdo de células-tronco mesenquimais de medula éssea,
avaliar glicemia, albuminuria, taxa de filtracdo glomerular; avaliar a expresséo renal de
Klotho e de marcadores das vias da autofagia, a saber microtubule-associated protein
light chain 3 - LC3-l1 e LC3-1l - e da via mTOR - como ribosomal protein - s6 - fosforilado,
regulatory associated protein of mMTOR — Raptor - Raptor independent component of
MTOR - Rictor; avaliar a correlagéo entre os marcadores mencionados, bem como entre

eles e os dados funcionais obtidos.



15

2 METODOS

2.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert
Einstein, do Hospital Israelita Albert Einstein. Os experimentos in vivo, incluindo
intervencdes e coletas, foram realizados no Centro de Experimentacdo e Treinamento
em Cirurgia (CETEC) do Hospital Israelita Albert Einstein, instituicdo certificada pela
Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC).
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as boas praticas de uso de
animais em experimentacdo, segundo padrdes internacionais. Os animais foram
alocados em um ambiente considerado estéril, denominado specific pathogen-free
(SPF), com regulacdo da luminosidade (ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro),
temperatura, umidade, circulacéo de ar nas caixas e controle de ruido, além da utilizacéo

da paramentacdo adequada pela equipe de pesquisa e equipe técnica.

2.2 Aspectos éticos e legais

O registro, no Sistema Gerenciador de Projeto de Pesquisa (SGPP)
sob o nimero 4845-21, e aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa e
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Hospital Israelita Albert Einstein, sob

namero 4845-21, precederam seu inicio.

2.3 Células-tronco mesenquimais

As CTMs utilizadas foram extraidas previamente pelo grupo,
constituindo nosso banco de células. Brevemente, conforme descrito por Savio-Silva
et al.,®9 as células foram extraidas da medula éssea femoral e tibial de camundongos
Rosa 26/mTmG (Jackson Laboratories, JAX) na idade de 4 a 8 semanas e,
posteriormente, cultivadas em meio DMEM/F12 contendo 20% de soro fetal bovino
(Cultilab) e 1% de penicilina e estreptomicina (Invitrogen). Foram, entdo, caracterizadas

por sua morfologia similar aos fibroblastos, pela aderéncia ao plastico em condi¢des
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padrao de cultura, imunofenotipagem por citometria de fluxo para analise da presenca
de moléculas de superficie CD29, CD90, CD105, CD44 e auséncia de CD34, CD45 e
CD31, e andlise de multidiferenciacao celular em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos in

vitro.?

2.4 Camundongos BTBReob/ob

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BTBR,
homozigotos para o knockout do gene da leptina, BTBR®Y°, Os animais foram obtidos
da empresa The Jackson Laboratory (JAX stock #004824) e mantidos no biotério, com
constante renovacéao das colonias. Conforme mencionado na sesséo “1 Introducao”, este
modelo animal desenvolve hiperglicemia e proteinudria de forma tempo-dependente, bem
como obesidade e alteracdes renais histoldgicas. Os animais machos apresentam
albuminuria e hiperglicemia significativas a partir da oitava semana de idade.("®

A administracdo de racdo contendo empaglifiozina (Jardiance®,
Boehringer Ingelheim) na dose de 25mg/kg de racdo/dia, comecou na sexta semana de
idade - conforme padronizado no estudo piloto do nosso grupo, periodo em que 0s
animais apresentam aumento dos niveis glicémicos.”™® A dose de empagliflozina ja é
utilizada na pratica clinica, tendo em vista um de nossos objetivos experimentais de
mimetizar este aspecto. A restricdo caldrica de 30% da quantidade de racdo em relacdo
ao Grupo Empagliflozina foi complementar ao uso deste iISGLT2®1 e da terapia celular,
tendo sido iniciada na quinta semana de idade dos animais para seu condicionamento.
Deve-se ressaltar que esta abordagem foi escolhida tendo por base um trabalho
realizado por Tanaka et al. com este modelo animal, em que a restricdo calorica trouxe
beneficios no controle glicémico, bem como antioxidantes e anti-inflamatérios renais.®

A administragédo das CTMs foi realizada nos camundongos de 8 a 10
semanas de idade, com empagliflozina e restricdo caldrica. Os vials de células foram
rapidamente descongelados; células com viabilidade igual ou superior a 80%, avaliada
pelo método azul de Tripan, seguiram para utilizacdo. Os camundongos receberam, com
intervalo de uma a duas semanas, duas doses de 1.200.000 CTMs ressuspendidas em
soro fisiolégico aquecido por via intraperitoneal, conforme ja realizado em trabalhos
préevios do grupo e observado beneficios como seguranca e controle da

hiperglicemia.(082)
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Os animais foram acompanhados até os time-points finais de 14 - 15
semanas e 18 - 20 semanas, com eutanasia realizada através da sobrecarga do
anestésico inalatério isofluorano (Isoforine®, Cristalia, Brasil). A eutanasia foi seguida
pela perfusdo dos animais com soro fisiolégico e subsequente coleta dos rins dos
animais. Como controle negativo, animais BTBR/" sem nenhuma intervencdo
terapéutica foram utilizados e acompanhados nos mesmos time-points.

Foram alocados, randomicamente, 6 animais em cada grupo,
conforme representado na figura 4.

Baseado no principio da ética em experimentacdo animal dos
4R’s — reducéo, reposicao, refinamento e responsabilidade — dados de animais wild type
(WT) constituiam o repositério do grupo.

Os camundongos foram pesados trés vezes na semana, medida que
foi, posteriormente, refinada para pesagem diaria. Ademais, devido a sensibilidade do
modelo para acompanhamento a longo prazo, associada a caracteristicas como
hipotermia, possiveis infec¢des genito-urinérias e maior risco de desidratagédo devido ao
aumento da diurese induzida pela empagliflozina, implementamos um checklist de
avaliacdo diaria de todos os animais em experimentacdo.®® Mediante necessidade e
apos coletas de plasma, os animais foram reidratados com solucao ringer-lactato por via

dorsal.
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(A) Esquema simplificado do protocolo de tratamento experimental, mensuracao
de glicemia e coleta de plasma e urina. (B) Representacdo dos grupos
experimentais, a saber, (1) Grupo BTBRe®b’b controle, denominado “BTBReb/eb”; (2)
Grupo BTBRe@b tratado com empagliflozina, denominado “empagliflozina”; (3)
Grupo BTBR@b tratado com empagliflozina e restricdo calérica de 30% em
relagdo ao Grupo Empagliflozina e aplicacdo intraperitoneal de soro fisiolégico,
denominado “Restricdo Calérica”; (4) Grupo BTBReP°b tratado com empagliflozina,
em restricdo caldrica e aplicacéo intraperitoneal de células-tronco mesenquimais,
denominado “Restricdo+CTMs”. IP: Intraperitoneal.

Fonte: Elaborada com a ferramenta  Canva. Disponivel  em:

https://www.canva.com/
Figura 4. Esquema representativo do delineamento experimental in vivo
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Os animais BTBR°"°® s3io identificados a partir de seu fenétipo e,
também, genotipo. Assim, conforme publicado previamente por Beyertedt et al.,? nosso
grupo realizou a genotipagem dos animais a partir da coleta de uma amostra tissular de
sua orelha ou cauda. Brevemente, o tecido foi lisado por 1 hora com utilizagdo do tampéao
25mM NaOH /0,2Mm-Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) a 98°C. A adicao posterior
de 40mM Tris-HCI pH 5,5 foi realizada para interromper este processo, seguida pela
centrifugagéo das amostras a 10.000 RPM a 4°C. Finalizado o processo de extragao, as
amostras foram preparadas para PCR com utilizagdo do MasterMix (ThermoScientific,

EUA) e primers, conforme especificado a seguir:

Primers (Sigma-Aldrich, EUA):

IMR1151: TGTCCAAGATGGACCAGACTC
ACAGGTTCTACCTGGTCTGAG

IMR1152: ACTGGTCTGAGGCAGGGAGCA
TGACCAGACTCCGTCCCTCGT

Por fim, a enzima de restricdo Ddel (#R0175S, Promega-EUA) foi
utilizada para digestdo do material a 37°C. Como peso molecular, utilizamos o padrao
DNA-ladder de 50 pares de base (pb) (#K0171, ThermoFisher, EUA). A partir da
obtencdo da foto do gel no fotodocumentador IBright 1500 (Invitrogen, EUA),
identificamos as bandas de 55 e 100pb, correspondentes ao animal BTBR®Y°b, as bandas
de 55, 100 e 155pb correspondentes aos animais heterozigotos e apenas a banda de
155pb para animais BTBR WT.

2.5 Analise metabdlica e de funcéo renal

2.5.1 Coleta de urina

Foi realizada a gaiola metabolica dos animais, de 4-7 horas, para
coleta de urina em 5-6, 7-8, 9-10, 14-15 e 18-20 semanas de idade. A dosagem de
creatinina urinaria foi realizada a partir do analisador bioguimico Cobas Mira Plus (Roche,

Suica). A albumindria, por sua vez, foi quantificada por dois kits especificos de ELISA
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(#ab207620 e #ab108792, Abcam, EUA) e previamente publicada por Beyertedt et al.®?
Neste trabalho, os dados de albuminuria foram reanalisados estatisticamente, devido a

auséncia de um grupo experimental em relagéo a publicagdo mencionada.

2.5.2 Coleta de plasma para quantificacao de creatinina

Realizou-se a coleta de plasma dos animais a partir do plexo ocular
nas idades de 6, 8, 10, 14 e 18-20 semanas. Este material foi analisado para dosagem
da creatinina sérica, através do analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus
(Roche, Suica). Os dados do Grupo RC de 18-20 semanas foram, previamente,

publicados por Beyerstedt et al.(8?

2.5.3 Glicemia de jejum

A glicemia, ap6s jejum de 6h, foi mensurada quinzenalmente nos
animais, a partir da quinta ou sexta semana de vida com o aparelho Accu-Chek (Roche,
Suica). Os dados do Grupo RC de 18-20 semanas foram, previamente, publicados por

Beyerstedt et al.®2

2.6 Anélises de Western blot

O cortex renal foi obtido através da seccao longitudinal das amostras
de tecido renal coletadas e armazenadas em -80°C até o momento do uso. Uma vez
isolados, os lisados proteicos foram preparados no tampéo de lise Pierce™ RIPA Buffer
(#89901, ThermoScientific, EUA) com os inibidores de protease e fosfatase
(#P8340-1ML e #P5726-1ML, Sigma-Aldrich, EUA), seguindo protocolo do fabricante.
Para a lise mecéanica dos tecidos, foi utiizado o Omni Tissue Homogenizer (Omni
International, PerkinElmer, EUA), seguido por gelo e centrifugacéo a velocidade maxima
por 15-20 minutos para separacdo dos debris tissulares. A proteina dos lisados foi
guantificada através do reagente Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(#5000006, Bio-Rad Laboratories, EUA), com a utilizacdo do aparelho VarioskanLux e

software Skanlt RE 6.0.1. As amostras foram preparadas mediante necessidade de uso
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com adicdo de Laemmli Buffer 4x (#1610747, Bio-Rad Laboratories, EUA), sendo
desnaturada a 94°C por 5 minutos, posteriormente — com excecao das amostras para
analises de s6 que nao foram aquecidas. Para aplicacdo no gel, foram utilizadas 50ug
de proteina em sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
de 10 e 15%, seguidas por transferéncia overnight para membrana de nitrocelulose de
0,45um (#1620115, Bio-Rad Laboratories, EUA). Utilizamos o corante Ponceau-S 0,5%
para verificacdo das bandas apds transferéncia. As membranas foram, entdo,
blogueadas com 5% BSA e incubadas, overnight, a 4°C, com o0s anticorpos primarios
descritos a seguir. ApGs as lavagens, as membranas foram incubadas com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (#A9169-2ML, Sigma-Aldrich, EUA) por 1 hora a
temperatura ambiente, com excecao dos experimentos para analise de s6. Os anticorpos
primarios e diluigbes utilizados foram LC3 1:1000 (#PA1-16931, Invitrogen, EUA),
Phospho s6 (Ser235, ser236) 1:500 (#MA5-15140, Invitrogen, EUA), Klotho 1:1000
(#MA5-32784, Invitrogen, EUA), B-actina 1:10.000 (#PA1-183, Invitrogen, EUA). Para a
revelacao, utilizamos o reagente Clarity™ Western ECL Substrate (#170-5060, Bio-Rad
Laboratories, EUA) e o aparelho ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad
Laboratories, EUA). Deve-se ressaltar que, como o anticorpo LC3 é capaz de detectar
ambas as formas desta proteina (LC3-1 e LC3-Il), realizamos a analise de sua
razdo — sendo este um método comumente utilizado, apesar de suas limitagoes,® para
andlise do fluxo autofagico — bem como suas analises isoladamente. A densitometria se

deu por analise no software Image Lab 6.1.0 build 7 (Bio-Rad Laboratories, EUA).

2.7 Analises da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real via

transcricao reversa (RT-gPCR)

Foi realizada a extracdo de RNA, seguida por RT-gPCR, das amostras
tissulares para avaliacdo quantitativa da expressdo dos marcadores de interesse,
mencionados abaixo. Como gene enddgeno, seguindo padronizagdes ja realizadas pelo
Nnosso grupo, utilizamos o gene da beta-glucoronidase (GUSB). As amostras foram
mantidas em RNA Later (Sigma-Aldrich, EUA) para preservacdo do material e
congeladas a -80°C até a extracdo do RNA a partir da utilizacdo do kit RNeasy mini kit
(#74106, QIAGEN, EUA) do Omni Tissue Homogenizer (Omni International, PerkinElmer,
EUA). A sintese de cDNA e sua amplificacdo foram feitas, respectivamente, com a
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utilizacdo dos kits High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (#4368813, Applied
Biosystems, EUA) e TagMan™ Gene Expression Assays (#4331182, Applied
Biosystems, EUA) e pelo aparelho QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems, EUA),
utilizando o software QuantStudio™ Real-Time PCR software V1.2.

Foram avaliados os seguintes marcadores:

Marcadores da autofagia:

* LC3: MM00458724 _m1 Map1Ic3 — Tagman;

* p62: Mm00500417_m1 Gtf2h1 — Tagman.

Klotho
+ Klotho: MmM00502002_m1 Kl — Tagman.

Marcadores da via mTORC 1 e 2:

* S6: MM00436395_m1 Rps6kal — Tagman;

* Raptor: Mm01242613_m1 Raptor — Tagman;
* Rictor: Mm013073_m1 Rictor — Tagman.

Gene endogeno:
GUSB: MmM01197698_m1- Tagman.

2.8 Imunohistoquimica

Seccdes renais de 3,5um de espessura foram analisadas com a
utilizacao do kit EnVision FLEX High pH kit (#K8000, Dako, Carpenteria, CA, USA), sob
microscopia de campo claro e através do software Cell Sens (Olympus, Shinjuku, Tokyo,
Japan). Para a andlise cortical e medular, cinco secc¢des foram, randomicamente,
analisadas para cada animal em aumento de 20x. Para a analise glomerular, 20-30
glomérulos foram, randomicamente, selecionados e analisados em aumento de 40x. Os
anticorpos primarios Klotho 1:200 e LC3 1:400 (#MA5-32784; #PA1-16931,
respectivamente, Invitrogen, EUA) foram incubados overnight a temperatura de 4°C; o

anticorpo secundario foi incubado por uma hora a temperatura ambiente.



23

2.9 Andlise dos resultados

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrédo da
média (média + EPM). Para analise de normalidade, foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk. Em caso de dados normais, realizou-se a analise one-way ANOVA,
seguida pelo pos-teste de Tukey, para andlise de Unica variavel. Em caso de medidas
repetidas, realizou-se a analise two-way ANOVA ou teste de modelo misto, seguidos por
teste de Tukey.

Em casos de ndo-normalidade, foram realizadas analises estatisticas
de Kruskal-Wallis, seguida ou ndo por pos-teste de compara¢cdes multiplas de Dunn, para
comparacao de mais de dois grupos. Para comparacdes de dois grupos, foi utilizada a
andlise estatistica de Mann-Whitney. Valores-p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. A estatistica foi feita com a utilizagdo do software
GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad software, San Diego, CA).

Ressaltamos que alguns dos dados, como mencionado
anteriormente, foram publicados recentemente por Beyerstedt et al.,®2 e tiveram suas

andlises estatisticas refeitas neste trabalho devido a remogéo de um grupo experimental.
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3 RESULTADOS

3.1 Dados funcionais

3.1.1 Analise de glicemia, peso e consumo

Conforme demonstrado na tabela 1, item A, em 5-6 semanas de idade,
o Grupo RC iniciou o protocolo com a glicemia reduzida em comparacdo ao Grupo
BTBR°°b (p=0,04), que seguiu reduzida até 8 semanas (p=0,01), assim como o Grupo
R (p=0,02). Nesta ultima idade, o Grupo RC também apresentou glicemia reduzida em
comparacdo ao Grupo Empagliflozina (p=0,03). Em 10 semanas, entretanto,
observou-se reducdo de glicemia somente no Grupo RC em comparacdo ao Grupo
Empagliflozina (p=0,02).

Em 12 — 14 semanas, em comparagdo ao Grupo BTBR° 3 glicemia
se apresentou reduzida nos grupos Empagliflozina (p=0,02; p=0,01, respectivamente),
R (p=0,002; p<0,0001, respectivamente) e RC (p<0,0001 em ambas as idades). Nestas
idades, o Grupo RC também apresentou menor glicemia do que o Grupo Empagliflozina
(p=0,008; p=0,0019, respectivamente).

Observamos maior valor glicémico no Grupo BTBRY em 14
semanas, comparativamente a 5-6, 10 e 18-20 semanas (p=0,01; p=0,03 e p=0,02,
respectivamente). No Grupo Empagliflozina, por sua vez, observamos aumento
significativo da glicemia em 10 semanas comparativamente a 5-6 semanas. No Grupo R,
a glicemia se mostrou mais elevada em 12 semanas em comparagdo a 5-6 semanas
(p=0,02). Por fim, no Grupo RC, a glicemia apresentou maiores dosagens em 8 semanas,
comparativamente a 5-6 semanas (p=0,02), enquanto demonstrou maior glicemia em 10
semanas comparativamente a 12 e 14 semanas (p=0,01 em ambos 0s casos).

Em 16-20 semanas, ndao foi observada diferenca estatistica da
glicemia entre 0os grupos.

A variacdo da glicemia, por sua vez, (Tabela 1, item B) se mostrou
maior no Grupo BTBR°°® em 14 semanas comparativamente a 10 semanas (p=0,03).
No Grupo RC, por outro lado, observou-se maior variagdo da glicemia em 10 semanas

comparativamente a 12 e 14 semanas (p=0,02; p=0,01, respectivamente).
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BTB Rob/ob

Empagliflozina

Restricao
calérica (R)

Restricdo+CTMs
(RC)

A - Grupo/idade (semanas)
5-6
8
10
12
14
16
18-20
B - Grupo/variacao (%)
8
10
12
14
16
18-20

292,16+40,51
368,16+35,44
359,41+36,71
431,91+33,53
471,50+29,54
355,16+33,70
296,75+17,57

36,66+10,98
72,76+14,30
89,65+20,98
80,15+21,83*
80,15+£29,50
56,90+27,73

261,54+32,15
312,25+21,26
334,75+22,64

305,33+24,23*
332,33+30,43*

266,83+26,02
262,33+23,05

43,35+22,82
42,73+13,96
28,44+11,91
40,29£15,20
30,01+31,38
21,58+24,65

169,00+10,38

233,36+21,16*

263,50+27,24

263,50+22,58*
233,54+26,67*+*

267,33+32,85
307,80+42,61

37,32+13,81
45,14+16,05
45,40+14,56
26,04+12,70
49,34+19,53
78,24+35,75

164,66+8,76*
235,00+14,55*&
248+16,38&
203,25+13,37**&
181+13,95***&
219,16+31,28
266,16+47,03

54,06+13,66
71,58+15,87¢f
41,83+14,08
24,86+13,96
27,95+£19,97
51,87+23,54

Foi realizada andlise de modelo misto, seguida por compara¢des mdultiplas de Tukey, sendo * versus
BTBReobob; & versus empaglifiozina; # versus restricdo calérica; b versus R+CTMs. Os dados sédo
representativos de n=6-12. Os dados do Grupo RC em 18-20 semanas foram, previamente, publicados por
Beyertedt et al.(®2 (A) Mensuragéo quinzenal da glicemia de jejum, em mg/dL, nos camundongos BTBRb/ob
em diferentes grupos experimentais e idades. (B) Variagdo da glicemia, em porcentagem, em relacéo a
idade basal de 5-6 semanas, sendo *p<0,05 versus BTBR°b; & p<0,05 versus empagliflozina; ***p<0,01
versus BTBRb: e, p=0,0232 versus RC em 12 semanas; f, p=0,0148 versus RC em 14 semanas. R:
restricdo caldrica; CTMs: células-tronco mesenquimais; RC: restricdo calérica + células-tronco
mesenquimais.

As analises de peso corporal, por sua vez, demonstraram maiores
valores (p<0,05) deste parametro em todos 0s grupos experimentais ao longo do
protocolo em comparacgao ao Grupo WT (Figura 5A e B). De forma geral, todos 0s grupos
apresentaram progressao de peso acompanhando seu envelhecimento, inclusive os
animais WT. O Grupo BTBR®Y°0 gpresentou maior variagdo de peso, em relacdo aos
seus valores basais de 5-6 semanas, comparativamente ao Grupo WT de 7 a 14
semanas de idade (p<0,05), assim como os grupos R e RC nas idades de 7-8 semanas
e 12-14 semanas.

O Grupo Empagliflozina, por outro lado, apresentou maior variacdo de
peso em relacdo ao basal (p<0,05) em 7, 12 e 14 semanas somente em comparagao ao
Grupo WT.

Observamos, de 7 a 11 semanas, maior peso no Grupo BTBR”°® em
comparacao aos grupos R e RC (p<0,05). Em 10 semanas, por sua vez, o Grupo
Empagliflozina apresentou maior peso do que o Grupo RC (p=0,004).

Em relagédo ao consumo de ragao (Figura 5C), observamos que o
Grupo Empagliflozina apresentou maior ingesta (p<0,05) em 7 a 9 semanas e 11 a 14
semanas em comparacdo aos grupos BTBR" R e RC. Em 16 semanas, o Grupo
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Empagliflozina também apresentou maior consumo de racdo comparativamente ao

Grupo R, assim como em 18 semanas, quando comparado aos grupos R e RC.
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Os dados de peso e variacdo de peso correspondentes ao Grupo RC de 18-20 semanas foram,
previamente, publicados por Beyerstedt et al.®2 (A) Dados de peso corporal, em gramas. (B) Analise
da variacdo de peso corporal, em porcentagem. (C) Andlise do consumo de racdo, em gramas/dia.
Foi realizada a andlise estatistica de modelo misto, seguida por compara¢fes multiplas de Tukey,
sendo * p<0,05 versus BTBReob; & p<0,05 versus empagliflozina; # p<0,05 versus R; b p<0,05
versus RC; ¢ p<0,05 versus WT. Os dados séo representativos de n=6-12.

Figura 5. Andlise de peso e consumo de ragdo em camundongos BTBR@ob e WT

3.1.2 Analise da diurese, taxa de filtracdo glomerular e albuminuria

Em relagdo a diurese (Figura 6A), observamos valores similares entre
0s grupos BTBR°Y°® Empagliflozina, R e RC (p>0,05), bem como sua elevagdo em
18-20 semanas de idade (2310,00uL+577,58; 2491,66uL £717,19; 1783,33uL +498,94;

1350,00uL +£259,16, respectivamente) em todos 0s grupos comparativamente a idade
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basal de 5 - 6 semanas, apesar da falta de significancia estatistica
(933,33uL  +142,13; 1195,83uL £234,96; 951,25uL+175,96; 879,16uL+100,27,
respectivamente).

Também n&o observamos significancia estatistica na taxa de filtracéo
glomerular estimada (Figura 6B) entre os grupos, embora em 14 semanas, tenhamos
observado um pico deste parametro no Grupo Empagliflozina (2,45uL/min/g +0,36),
acompanhado pelo menor valor apresentado pelo Grupo BTBROY° (p>0,05)
(1,30pL/min/g +0,18). Nesta idade, os grupos R e RC apresentaram valores,
respectivamente, de 1,73uL/min/g 0,40 e 1,78uL/min/g £0,36.

Por fim, os dados de albumindria (Figura 6C e 6D) conforme,
previamente, publicados por Beyerstedt et al.,® demonstram auséncia de significancia
estatistica entre grupos. A andlise da variacdo da albumindria idade a idade também
apresentou a mesma conclusdo. Deve-se mencionar, porém, que o Grupo BTBReob/od
apresenta elevacdo deste parametro até 14-15 semanas, quando apresenta seu valor
méaximo (p>0,05) de 260,16ug/mL+62,86, ao passo que o Grupo Empagliflozina
demonstra pico (p>0,05) em 8 semanas, com albuminuria de 243,69ug/mL+70,90. Os
grupos R e RC, por outro lado, ndo apresentam o mesmo padrdo de elevacao,
demonstrando valores, respectivamente, de 74,04ug/mL +36,71 e 54,82ug/mL +16,17

nesta idade.
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Os dados séo representativos de n=6-12. Os dados do Grupo RC de 18-20 semanas foram,
previamente, publicados por Beyertedt et al.(2 Os dados de albuminlria foram publicados
anteriormente por Beyertedt et al.; as andlises estatisticas foram refeitas neste trabalho devido a
remocdo de um grupo. (A) Diurese, em pL, mensurada a partir do uso de gaiola metabdlica. (B) Taxa
de filtragédo glomerular estimada, normalizada pelo peso corporal. (C) Albumindria, em pL, mensurada
através de ELISA, previamente publicada por Beyerstedt et al. e com analises estatisticas refeitas neste
trabalho. (D) Variagdo, em porcentagem, da albumindria em relacao a idade basal de 5-6 semanas.
Foram realizadas analises de modelo misto ou 2-way ANOVA, seguidas por comparagfes multiplas de
Tukey. As linhas continuas representam p<0,05.

Fonte: Traduzido e adaptado de Beyerstedt S, Franco ML, Carlos AK, Arjona J, Josefi-Rocha GR,
Barbosa BS, et al. Combining sodium-glucose co-transporter-2 inhibitor with mesenchymal stem cells
and brown adipose tissue (BAT) and white adipose tissue (WAT) transplantation to mitigate the
progression of diabetic kidney disease: a pre-clinical approach. Stem Cell Res Ther. 2025;16(1):254.
Fig.1. Metabolic and renal functional parameters in the experimental groups; p. 5.2

Figura 6. Andlise de dados funcionais renais de camundongos BTBRoY/b

3.2 Analise de expressao génica de marcadores da autofagia, via mTOR e Klotho

3.2.1 Expressédo génica dos marcadores em relacdo ao animal BTBRoP/P

Conforme observado na figura 7A, em 14-15 semanas, 0os Grupos
Empagliflozina, R, RC e WT apresentaram expressao de LC3 de 0,84+0,24; 0,87+0,23;
0,62+0,16; 1,78+1,31. A expressédo de p62 (Figura 7B), por sua vez, nos grupos foi de,
respectivamente, 0,78+0,35; 0,80+0,12; 0,76+0,37 e 1,32+0,13. N&o foi constatada

diferenca estatistica entre os grupos e idades.
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Em 18-20 semanas, a expressao de LC3 nos grupos Empagliflozina,
R, RC e WT foi de, respectivamente, 2,91+1,44; 3,42+1,14; 2,79+0,57 e 1,07+£0,15. E
expressédo de p62 apresentada foi, respectivamente, de 1,28+0,23; 1,49+0,19; 1,28+0,19
e 0,69+0,13. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos e idades.

Em relacdo a via mTORC1, a expressdo de Raptor como visto na
figura 7C, se apresentou nos grupos Empagliflozina, R, RC e WT nos valores de
0,64+0,27; 0,62+0,18; 0,64+0,28; 0,67+0,47, respectivamente. Em 18-20 semanas, 0S
valores foram, respectivamente, de 7,50+1,47; 9,98+2,77; 8,25+2,77 e 0,77+0,20. O
Grupo Empagliflozina apresentou expressdo maior de Raptor nesta idade em relacéo a
idade anterior (p=0,012), bem como o Grupo R (p=0,0008) e RC (p=0,0113). Nesta idade,
em comparacdo ao Grupo WT, os grupos Empagliflozina, R e RC também apresentaram
expressao elevada (p=0,009; p=0,0003 e p=0,005, respectivamente).

A expressao de s6, por sua vez, como demonstrado na figura 7D, em
14-15 semanas o0s grupos Empagliflozina, R, RC e WT se apresentaram,
respectivamente, como 0,80+0,23; 1,13+0,26; 0,58+0,21 e 1,91+1,48. Em 18-20
semanas, os valores foram, respectivamente, de 0,93+0,21; 1,57+0,55; 0,9+0,12 e
0,65%0,05. N&ao foi observada significancia estatistica.

Por fim, na figura 7E, observamos que, em 14-15 semanas, a
expressdo de Rictor nos grupos Empagliflozina, R, RC e WT se apresentou,
respectivamente, nos valores de 1,05%0,24; 0,98+0,25; 0,78+0,22 e 1,54+1,34. Em
18-20 semanas, por sua vez, os valores foram de, respectivamente, 1,13+0,22;
1,63+0,52; 1,02+0,20 e 0,68+0,13. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre
0S grupos e idades.

Em relagdo a expressao de Klotho, conforme previamente avaliado
por Beyerstedt et al.,#? mas ainda n&o publicado, conforme observado na figura 7F, em
14-15 semanas, os grupos Empagliflozina, R, RC e WT apresentaram, respectivamente,
expressao de 1,27+0,15; 1,27+0,13; 1,23+0,04 e 0,64+0,11. Nesta idade, 0s grupos
Empagliflozina, R e RC apresentaram expresséo de Klotho mais elevada que o Grupo
WT (p=0,0003; p=0,0005 e p=0,0014, respectivamente).

Em 18-20 semanas, por sua vez, a expressao nos grupos foi de,
respectivamente, 0,93+0,07; 0,81+0,09; 0,90+0,09 e 0,71+0,06. O Grupo R apresentou

menor expressao de Klotho quando comparado a 14-15 semanas de idade (p=0,0110).
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Tukey elou Sidak. As linhas continuas representam p<0,05. Os dados sao representativos de
n=5-6. (A) Andlise da expressdo de LC3. (B) Andlise da expressédo de p62. (C) Analise da expressao de Raptor. (D) Andlise da expressdo de Rictor.
(E) Analise da expresséo de s6. (F) Analise da expressao de Klotho. LC3: microtubule-associated protein 1 light chain 3; p62: sequestosome 1; Raptor s6;
Rictor.

Figura 7. Andlise da expressao génica, por meio de RT-gPCR, de marcadores das vias da autofagia, mTOR e de Klotho em camundongos BTBRoP/b g
WT
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3.3 Expressao proteica dos marcadores

3.3.1 Andlise da expressao de LC3

Como demonstrado na figura 8A e B, 0s grupos BTBRobob,
empagliflozina, R, RC e WT em 14-15 semanas apresentaram a razdo de LC3
correspondente a, respectivamente, 0,25+0,80; 0,36+0,10; 0,29+0,8; 0,25+0,10 e
0,32+0,06. Em 18-20 semanas, por sua vez, 0S mesmos grupos apresentaram valores,
respectivamente, de 0,79+0,14; 0,51+0,13; 0,69+0,11; 0,40+0,17 e 0,82+0,28. O Grupo
BTBR®P° demonstrou maior razdo de LC3 em 18-20 semanas (p=0,0479).

As analises de LC3-| isoladamente, conforme ilustrado na figura 8C,
nos grupos BTBRY°® empaglifiozina, R, RC e WT apresentaram expressao,
respectivamente, de 1,43+0,37; 1,42+0,38; 1,32+0,36; 1,52+0,42; 2,06+£0,40. Em 18-20
semanas, a expressao correspondeu a, respectivamente, 2,39+0,52; 2,27+0,55;
13,4449,71; 12,68+9,51 e 9,98+6,97. Nao foi identificada significancia estatistica entre
0S grupos e idades.

As andlises de LC3-Il, por sua vez, conforme visto na figura 8D, por
outro lado, demonstraram sua expressao NOS Mesmos grupos, respectivamente, de
0,40+0,16; 0,47+0,15; 0,37+0,14; 0,38+0,20 e 0,65£0,19. Em 18-20 semanas, os valores
foram, respectivamente, de 2,11+0,51; 4,79+3,74; 6,24+3,68; 3,23+2,36 e 5,95+3,77.
N&o foi observada significancia estatistica entre os grupos e idades.

Ja as andlises de soma de LC3-1 e LC3-1l (Figura 8E) demonstraram
em 14-15 semanas de idade nos grupos BTBR°b Empagliflozina, R, RC e WT os
valores de 1,83+0,51; 1,69+0,46; 1,91+0,53; 2,71+0,52 e 1,89+0,45. Em 18-20 semanas,
por sua vez, os valores nos mesmos grupos foi de 4,51+0,99; 19,68+13,39; 15,92+11,83;
15,94+10,71 e 15,85+12,50.

Por fim, conforme demonstrado na figura 8F, a variagdo, em
porcentagem, da razdo de LC3 nos grupos BTBR°Y°° Empagliflozina, R, RC e WT em
18-20 semanas, comparativamente a 14-15 semanas, foi de 584,09, 564,77, 165,34,
131,51 e 112,06%.
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Foram realizadas analises estatisticas de modelo misto, seguidas de comparac¢des miltiplas de
Tukey e/ou Sidak. A linha continua representa p=0,0479. Os dados sao representativos de n=5-6.
(A) Andlise da expresséo de LC3-I e LC3-1l por meio de Western blot. (B) Raz&o da expressédo de
LC3-1/LC3-1 em diferentes grupos. (C) Quantificacdo isolada da expressdo de LC3-l. (D)
Quantificacdo isolada da expresséo de LC3-Il. (E) Soma das quantificacées de LC3-l e LC3-II. (F)
Variacdo, em porcentagem, da expressdo da razdo de LC3-II/LC3-I de 18-20 semanas em

comparacao a 14-15 semanas.

Figura 8. Andlise da expressdo proteica cortical de LC3 em camundongos BTBR2%o0 ¢ WT

32



33

3.3.2 Andlise da expressao de LC3 em 6 semanas

Diante dos resultados obtidos e da lacuna existente na literatura,
resolvemos explorar como a expressdao de LC3 se dava na idade basal dos
camundongos BTBR°°0, Conforme ilustrado na figura 9A e B, os animais em 5-6, 14-15
e 18-20 semanas apresentaram, respectivamente, razdo de LC3 de 0,24+0,02;
0,25%0,07 e 0,79%0,14. Em 18-20 semanas, a razao foi maior do que em 14-15 semanas
(p=0,01). Isoladamente, conforme observado na figura 9C e D a expressao de LC3-I nos
mesmos grupos e idades foi de, respectivamente, 2,28+0,02; 0,40+0,16 e 2,39+0,52,
enguanto a expressao de LC3-I foi de 0,55+0,05; 0,40+0,16 e 2,11+0,51. Tanto a forma
LC3-I quanto LC3-1l apresentaram maior expressdo em 18-20 semanas em comparacao
a 14-15 semanas (p=0,01; p=0,03, respectivamente).

A variacdo, em porcentagem, da razdo de LC3 em 6 semanas,
comparativamente a 14-15 semanas e 18-20 semanas, foi correspondente a
34,01% + 46,13 e 167,30% + 38,40, respectivamente (Figura 9E).
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Foi realizada analise estatistica de Kruskal-Wallis para comparacdo de trés grupos, seguida pela
comparacdo multipla de Dunn, e de Mann-Whitney para a de dois grupos. As linhas continuas
representam p<0,05. Os dados séo representativos de n=3-6. (A) Géis Western blot de LC3-1 e LC3-II.
(B) Razédo de LC3-1I/LC3-1. (C) Andlise da expressao isolada de LC3-I. (D) Analise da expresséo isolada
de LC3-Il. (E) Variagdo, em porcentagem, da razdo de LC3-1l/LC3-l de 6 semanas em comparacéo a
14-15 semanas e 18-20 semanas.

Figura 9. Andlise da expressdo proteica cortical basal de LC3 em camundongos BTBReob/ob
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3.4 Andlise da expressao de LC3 através de Imunohistoquimica

3.4.1 Expressao cortical total de LC3

Conforme demonstrado na figura 10A e B, 0s grupos BTBRob/ob,
Empagliflozina, R, RC e WT apresentaram expresséao cortical de LC3 correspondente a,
respectivamente, 17,11+1,56; 19,84+9,87; 19,45+9,52; 32,10+6,06 e 22,79+5,43%. Em
18-20 semanas, por sua vez, os valores foram, respectivamente, de 9,51+1,26;
21,59+7,12; 50,22+5,30; 19,23+2,54 e 25,75+7,03%. Nesta idade, o Grupo R apresentou
elevacao da expressao cortical de LC3 em comparacao a idade anterior (p=0,017) e ao
Grupo Empagliflozina (p=0,046). O Grupo Empagliflozina, por outro lado, apresentou

maior valor deste parametro nesta idade em comparacao ao Grupo WT (p=0,026).

3.4.2 Expresséo glomerular de LC3

Conforme observado na figura 11A e B, em relacdo a expressao
glomerular de LC3, os grupos BTBR°Y°® Empagliflozina, R, RC e WT em 14-15 semanas
apresentaram valores, respectivamente, de 3,90+0,95; 4,38+1,36; 3,96+0,62; 2,60+0,74
e 6,58+1,45%. Em 18-20 semanas, por sua vez, os valores foram, respectivamente, de
1,52+0,28; 1,09+0,29; 2,76+1,20; 4,35+2,17 e 0,75+0,43%. O Grupo WT apresentou

expressao reduzida deste parametro em relacdo a 14-15 semanas de idade (p=0,22).

3.4.3 Expressao medular de LC3

A expressdo medular de LC3 nos grupos BTBR®Y°0, Empagliflozina,
R, RC e WT, conforme ilustrado na figura 12A e B, em 14-15 semanas de idade foi de,
respectivamente, 9,11+0,27; 16,45+11,80; 14,40+11,31; 20,84+9,73; 8,21+2,68%. Em
18-20 semanas, por sua vez, 0S grupos apresentaram valores correspondentes a,
respectivamente, 5,10+1,87; 13,69+4,20; 48,29+9,05; 12,55+1,85 e 2,86+0,69%. Nesta
idade, o Grupo R apresentou maior expressdo de LC3 medular comparativamente a
14-15 semanas (p=0,019), bem como em comparacdo aos grupos BTBRePd
Empagliflozina, RC e WT (p=0,005; p=0,0159; p=0,012 e p=0,0046, respectivamente).
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Foi realizada analise estatistica de modelo misto, seguida por comparag¢des multiplas de Tukey e/ou
Sidak, sendo * p<0,05 versus BTBRoY® & p<0,05 versus empaglifiozina, b p<0,05 versus RC,
¢ p<0,05 versus WT. Os dados sdo representativos de n=3-6. As barras de escala representam
50um. (A) Imagens histologicas representativas. (B) Quantificacdo da marcacao.

Figura 10. Analise da expressdo cortical total de LC3 em camundongos BTBRe®°b e WT
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Foi realizada analise estatistica de modelo misto, seguida por comparac¢des multiplas de Tukey
e/ou Sidak. A linha continua representa p<0,05. Os dados sao representativos de n=2-4. As barras
de escala representam 50um. (A) Imagens histolégicas representativas. Destaca-se a marcacao
rara e, quando presente, difusa nos grupos BTBRe®°b, hem como nos grupos Empagliflozina e R,
seguida por marcacgdo, predominantemente, parietal no Grupo RC e WT. (B) Quantificacdo da
marcacao.

Figura 11. Andlise da expressao glomerular de LC3 em camundongos BTBRY® e WT
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Foi realizada analise estatistica de modelo misto, seguida por comparac¢des multiplas de Tukey e/ou
Sidak, sendo * p<0,05 versus BTBR°, & p<0,05 versus empagliflozina, b p<0,05 versus RC,
€ p<0,05 versus WT. Os dados séo representativos de n=2-3. As barras de escala representam 50um.
(A) Imagens histolégicas representativas. (B) Quantificacdo da marcacéo.

Figura 12. Analise da expressdo medular de LC3 em camundongos BTBR®>°b e Wild Type
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3.5 Expresséao proteica de s6 fosforilada

Conforme ilustrado na figura 13A e B, ndo observamos significancia
estatistica entre os grupos em nenhuma das idades avaliadas, embora o Grupo
Empagliflozina apresente um potencial decréscimo em 18-20 semanas em comparacao
a 14-15 semanas de idade (0,73+0,34; 2,23%£1,32, respectivamente; p>0,05),
representando reducdo de 39,40% (Figura 13C). Ilgualmente, os grupos RC e WT
também apresentaram valores potencialmente diminuidos (p>0,05) em 18-20 semanas
comparativamente a 14-15 semanas de idade (0,83%0,30 versus 2,36%1,44 e 0,70+0,25

versus 2,74+1,79, respectivamente), o que representou reducao de 28,37 e 55,26%,

respectivamente.
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Foram realizadas analises estatisticas de modelo misto, seguidas por comparacées
multiplas de Tukey e/ou de Sidak. Nao foi observada significancia estatistica. Os dados
sao representativos de n=6. (A) Géis de Western blot representativos de 14-15 e 18-20
semanas. (B) Quantificacdo da expressédo de s6 fosforilada. (C) Calculo da variagéo,
em porcentagem, da expressao de s6 fosforilada dos grupos experimentais em 18-20
semanas em comparacéo a 14-15 semanas.

Figura 13. Andlise da expressao proteica cortical de s6 fosforilada em camundongos
BTBRob/ob ¢ WT
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3.5.1 Expresséao da ribosomal s6 kinase fosforilada em 6 semanas

Tendo em vista os dados obtidos, analisamos, também, a expressao
de s6 fosforilada em 5-6 semanas de idade no Grupo BTBR®"°® (Figura 14 A e B). Nesta
idade inicial, os animais apresentaram expressao correspondente a 2,66+0,66, enquanto
em 14-15 e 18-20 semanas, por sua vez, apresentaram valores de 2,30+1,23 e
0,94+0,28, respectivamente.

A analise da variacdo da expressdo entre as idades demonstrou
reducdo média da expressao de s6 fosforilada em 14-15 semanas, comparativamente a
6 semanas, de 82,50%z5,90 e 92,19%+13,97, respectivamente (Figura 14C).
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Foi realizada andlise estatistica de Kruskal-Wallis, seguida pela comparacao multipla
de Dunn para a comparacdo de trés grupos; ndo foi observada significancia
estatistica. Os dados sdo representativos de n=3-6. (A) Géis de Western blot.
(B) Quantificacdo da expresséo de s6 fosforilada. (C) Variacéo, em porcentagem, da
expressdao de s6 fosforilada no Grupo BTBRY° de 14-15 semanas e 18-20 semanas
comparativamente a 6 semanas.

Figura 14. Andlise da expressdo proteica cortical basal de s6 fosforilada em
camundongos BTBReob/ob



41

3.6 Expressdao proteica cortical total de Klotho por meio de Western blot

Conforme demonstrado na figura 15A e B, a analise da expresséao de
Klotho nos grupos BTBR®Y°® Empaglifiozina, R, RC e WT e, 14-15 semanas foi
correspondente a, respectivamente, 0,96+0,19; 1,03+0,34; 0,86+0,28; 0,66+0,17 e
0,78%0,19. Em 18-20 semanas, por sua vez, a expressao nos grupos foi correspondente
a, respectivamente, 1,18+0,20; 0,94+0,14; 0,88+0,28; 1,13+0,31 e 0,97+0,24. A variacao,
em porcentagem, nesta idade em comparacgdo a 14-15 semanas nos grupos BTBROP/0,
Empagliflozina, R, RC e WT, respectivamente, foi de 147,48; 20,99; 274,21; 439,22 e

40,50%, conforme observado na figura 15C.
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Foram realizadas analises estatisticas de modelo misto, seguida por comparacdes mdultiplas de
Tukey, nas quais néo foi observada significAncia estatistica. Os dados séo representativos de n=5-6.
(A) Géis representativos de Western blot. (B) Quantificacdo da expressdo proteica de Klotho.
(C) Calculo da variacdo, em porcentagem, da expressdo de Klotho em 18-20 semanas em
comparagdo a 14-15 semanas nos diferentes grupos experimentais.

Figura 15. Andlise da expressédo proteica cortical de Klotho em camundongos BTBR2%0 ¢ WT

3.6.1 Correlacéo entre micotubule-associated protein light chain 3 e Klotho

Conforme observado na figura 16, a expresséo de Klotho se mostrou

positivamente correlacionada a razao de LC3.
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Correlacdo de Spearman entre expressao de LC3 e Klotho. No Grupo Empagliflozina em 18-20
semanas, foi observada correlacdo de r=1,0 e p=0,0167. Os dados sdo representativos de n=5-6.
Figura 16. Correlacéo entre a razdo de LC3 e a expressao proteica de Klotho em camundongos
BTBROb/ob

3.7 Andlises da expressao de Klotho por meio de Imunohistoquimica

3.7.1 Expressao cortical total de Klotho

Conforme demonstrado na figura 17A e B, a expressao cortical de
Klotho em 14-15 semanas de idade nos grupos BTBR°®°0, Empagliflozina, R, RC e WT
foi, respectivamente, de 4,46+1,13; 4,55+0,76; 3,64+0,68; 4,02+0,85; 1,12+0,79%. Em
18-20 semanas, por sua vez, a expressao foi correspondente a, respectivamente,
1,93+0,37; 3,66+0,70; 2,14+0,75; 1,35+0,60 e 3,75+0,55%. Nesta idade, o Grupo WT
apresentou menor expressdo de Klotho em comparacdo ao Grupo BTBROM°P e
empagliflozina (p=0,046 e p=0,0385, respectivamente).

3.7.2 Expresséao glomerular de Klotho

As andlises glomerulares, conforme visto na figura 18A e B,
demonstraram nos grupos BTBRY°®, Empagliflozina, R, RC e WT em 14-15 semanas
correspondente a 1,25+0,60; 0,58+0,13; 1,15+0,49; 0,52+0,17 e 0,25+0,051%. Em
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18-20 semanas, por sua vez, os valores foram de, respectivamente, 0,23+0,08;
3,03+0,96; 3,18+1,58; 11,07+10,09 e 0,44+0,11%.

3.7.3 Expressé&o medular de Klotho

As analises medulares, conforme visto na figura 19A e B,
demonstraram expresséo de Klotho nos grupos BTBR°0, Empagliflozina, R, RC e WT
em 14-15 semanas correspondente a 4,75+3,74; 5,41+2,75; 6,48+1,85; 9,53+1,69 e
2,62+2,62%. Em 18-20 semanas, por sua vez, os valores foram de, respectivamente,
1,87+1,53; 4,55+1,61; 4,33+£2,55; 4,47+2,69 e 8,58+4,02%.
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Foi realizada analise estatistica de modelo misto, seguida por comparagGes multiplas de Tukey e/ou
Sidak. As linhas continuas representam p<0,05. Os dados sao representativos de n=4-6. As barras de
escala representam 50um. (A) Imagens histolégicas representativas. (B) Quantificagdo da expressao.
Figura 17. Andlise da expresséo cortical total de Klotho em camundongos BTBRob/eb
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Destaca-se a marcagdo rara nos grupos BTBR0, seguida pelo Grupo Empagliflozina. O Grupo R
apresentou marcacao glomerular mais intensa em ambos os time-points, assim como o Grupo RC
apresentou tal perfil em 14-15 semanas de idade. No Grupo WT, a marcacao glomerular de Klotho se
mostrou mais atenuada em ambas as idades. Foi realizada analise estatistica de modelo misto, seguida
por comparagdes multiplas de Tukey e/ou Sidak. Os dados sdo representativos de n=4-6. As barras de
escala representam 50um. (A) Imagens histolégicas representativas. (B) Quantificagdo da marcagéo.
Figura 18. Andlise da expressao glomerular de Klotho em camundongos BTBReb/ob
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histologicas representativas. (B) Quantificacdo da marcagao.

Figura 19. Andlise da expressdo medular de Klotho em camundongos BTBReb/ob
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3.7.4 Correlacao entre o estresse oxidativo e a expresséao de Klotho

Conforme previamente publicado por Beyerstedt et al.®? e com as
andlises estatisticas refeitas neste trabalho, devido a remocdo de um grupo
experimental, em 14-15 semanas, o Grupo BTBR®Y°b apresentou a maior taxa de
estresse oxidativo cortical - 5,97+0,45% (Figura 20). O Grupo Empagliflozina, por sua
vez, apresentou valores de 3,12+0,34%; o Grupo R, de 4,46+0,43% e, por fim, o Grupo
RC, de 2,24+0,50%. Nesta idade e compartimento, o estresse oxidativo foi reduzido
no Grupo Empagliflozina e RC em comparacdo ao BTBRY°® (p=0,0126; p=0,0013,
respectivamente).

Em 18-20 semanas, os valores apresentados foram de,
respectivamente, 12,36+1,02, 4,64+0,72, 6,66+0,58 e 3,27+0,66%. O Grupo BTBRob/ob
apresentou o maior estresse oxidativo cortical nesta idade em comparacgéo aos grupos
Empagliflozina, R e RC (todos com p<0,001). O Grupo RC também apresentou menor
estresse oxidativo comparativamente ao Grupo R (p=0,0023). Por fim, o Grupo
BTBR® e R apresentaram aumento significativo do estresse oxidativo em 18-20
semanas em comparacao a 14-15 semanas (p<0,001 e p=0,0252, respectivamente).

No compartimento medular, por sua vez, as taxas de estresse
oxidativo em 14-15 semanas nos grupos BTBR° Empagliflozina, R e RC foram de,
respectivamente, 9,31+1,12, 5,76+0,89, 6,95+0,84 e 3,57+0,63%. O Grupo BTBR0v/ob
apresentou 0 maior estresse oxidativo medular comparativamente ao Grupo
Empagliflozina (p=0,0171) e RC (p=0,0001). O Grupo R também apresentou maior
valor neste parametro em relacédo ao Grupo RC (p=0,0344).

Em 18-20 semanas, os valores para os grupos BTBRob,
Empagliflozina, R e RC foram de, respectivamente, 11,21+0,89; 6,36+0,81; 9,58+0,55
e 5,00+0,46%. Similarmente a idade anterior, 0 Grupo BTBR®"°" apresentou maior
estresse oxidativo medular quando comparado aos grupos Empagliflozina e RC
(p=0,0007; p<0,0001, respectivamente). O Grupo R, por sua vez, também apresentou
maior valor neste parametro em comparacdo aos grupos Empagliflozina e RC
(p=0,0348; p=0,0014, respectivamente).
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Imagens histologicas representativas e sua quantificacdo da marcagdo. Dados
previamente publicados por Beyertedt et al.,(82 com repeticdo de andlises estatisticas
devido a remocao de um dos grupos experimentais. Foi realizada andlise estatistica de
modelo misto, seguida por comparacdes multiplas de Tukey e/ou Sidak, sendo * p<0,0001
versus BTBReYb de 14-15 semanas; # p 0,0252 versus restricdo calérica de 14-15
semanas. Os dados sdo representativos de n=6.

Fonte: Traduzida e adaptada de Beyerstedt S, Franco ML, Carlos AK, Arjona J, Josefi-
Rocha GR, Barbosa BS, et al. Combining sodium-glucose co-transporter-2 inhibitor with
mesenchymal stem cells and brown adipose tissue (BAT) and white adipose tissue (WAT)
transplantation to mitigate the progression of diabetic kidney disease: a pre-clinical
approach. Stem Cell Res Ther. 2025;16(1):254. Fig.6. Immunohistochemical analysis of
tissue oxidative stress via lipid peroxidation using 4-HNE; p. 10.(82

Figura 20. Reanalise do dado publicado pelo grupo do estresse oxidativo tecidual através
da imunohistoquimica de 4-HNE em camundongos BTBReb/ob
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Conforme observado nas figuras 21, no Grupo BTBRY°b em 14-15
semanas, observamos correlacdo de Spearman negativa entre o estresse oxidativo
cortical e a expresséo de Klotho cortical, r=-0,88 e p=0,03. No Grupo RC, por sua vez,
em 14-15 semanas, observamos correlagcdo de Spearman negativa entre o estresse
oxidativo cortical e a marcacao de Klotho glomerular, r=-0,88 e p=0,03 (Figura 22).
Por fim, em relacdo ao compartimento medular, no Grupo RC em 14-15 semanas,
observamos correlacdo de Spearman negativa entre o estresse oxidativo medular e a
marcacdo de Klotho medular, r=1,0 e p=0,016, enquanto em 18-20 semanas, no

mesmo grupo, observamos correlacdo negativa, r=-1,0 e p=0,016 (Figura 23).
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Analise de correlac@o de Spearman entre expressao de Klotho cortical e estresse oxidativo cortical.
Em 14-15 semanas, foi observada correla¢éo negativa no Grupo Restricdo+CTMs com r=-0,88 e
p=0,033. Os dados sdo representativos de n=5-6.

Figura 21. Correlacéo entre expressdo de Klotho cortical e estresse oxidativo cortical em
camundongos BTBReob/ob
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Andlise de correlacdo de Spearman entre expressédo de Klotho glomerular e estresse oxidativo
cortical. Em 14-15 semanas, foi observada correlacdo negativa no Grupo Restricdo+CTMs com

r=-0,88 e p=0,033. Os dados sao representativos de n=5-6.

Figura 22. Correlacdo entre expressdo de Klotho glomerular e estresse oxidativo cortical em

camundongos BTBReob/ob
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Andlise de correlacdo de Spearman entre expressdo de Klotho medular e estresse oxidativo
medular. Em 14-15 semanas, foi observada correlagéo positiva no Grupo Restricdo+CTMs, r=1,0 e
p=0,016; em 18-20 semanas, foi observada correlacdo negativa no Grupo Restricao+CTMs, r=-1,0
e p=0,016. Os dados séo representativos de n=3-5.
Figura 23. Correlacdo entre expressdo de Klotho medular e estresse oxidativo medular em
camundongos BTBReob/ob
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Observamos, nas tabelas 2 e 3, um resumo das correlacdes de

Spearman encontradas nos diferentes grupos em 14-15 semanas e 18-20 semanas

de idade, respectivamente. Os tragcos de menos (-

correlacéo entre as variaveis.

) simbolizam auséncia de

Tabela 2. Resumo das correlacdes de Spearman realizadas entre as variaveis na idade de 14-15

semanas para os animais BTBR°P°® em diferentes grupos experimentais

., ., . Razao LC3 LC3 Klotho Klotho
Variavel Albuminuria LC3 Cortical Medular Klotha Cortical Medular s6
Glicemia - - - - - - - R
Peso - - - - - - - -
TFG - - - - - - - -
Albumindria - - - - - - - -

r=-1,0; _ .
Estresse ) ) ) ) p= 0,016 r:g§383 ]
oxidativo cortical (Grupo (Gpra s RC)
Controle) P
Estresse r=1,0;

o - - - - - p=0,016 -
oxidativo medular (Grupo RC)
Razédo LC3 - - - - - - - -
p-s6 - - - - - - - -
Klotho - - - - - - - -

Os tragos negativos indicam auséncia de correlagao.

Tabela 3. Resumo das correlacdes de Spearman realizadas entre as varidveis na idade de 18-20

semanas para os animais BTBR°P°® em diferentes grupos experimentais

Razéo LC3 LC3

Albumindria LC3 Cortical Medular

Variavel

Klotho Klotho
Cortical Medular

Klotho

Glicemia - - - - -
Peso - - - - -
TFG - - - - -
Albuminaria - - - - -
Estresse

oxidativo - - - - -
cortical

Estresse
oxidativo - - - - -
medular

Razéo LC3 - - - - -
p-s6 - - - - -
r=1,0; p=0,016

(Grupo - - -
Empagliflozina)

Klotho -

r=-1,0;
p=0,016
(Grupo
RC)

Os tragos negativos correspondem a auséncia de correlacao.
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4 DISCUSSAO

A complexidade fisiopatoldégica da DRD tem sido atual alvo de
pesquisas, tanto da Ciéncia Basica, quanto da Aplicada. Diante do envelhecimento da
populacao brasileira, acompanhado pela inverséo no padréo de doencas infecciosas
pelas doencas cronicas ndo-transmissiveis ao longo dos anos,®%61 este topico ganha
ainda mais relevancia, uma vez que a incidéncia da DRD — uma doenga cronica - tem
se elevado.

O presente trabalho teve como objetivo principal investigar a
autofagia e a proteina Klotho, bem como a via mTOR, no modelo in vivo mais robusto
de DRD e obesidade disponivel atualmente. Combinando a empagliflozina e a
restricdo caldérica as CTMs, objetivamos mimetizar a prética clinica e estudar a
modulacdo das vias mencionadas a partir das abordagens terapéuticas realizadas.
Deve-se ressaltar que nao foram encontrados trabalhos na literatura abrangendo o
sinergismo das terapias realizadas até o presente momento. Essa lacuna fortalece a
originalidade e importancia deste estudo.

Observamos em nossos dados que a glicemia apresentou, em 14
semanas, seu maior pico no Grupo BTBR”°® marcando um ponto critico da DRD. O
Grupo RC também acompanhou esta tendéncia e, embora tenha iniciado o protocolo
com indices glicémicos ja mais baixos em relacdo ao grupo sem tratamento,
observamos que a progresséo da glicemia também ocorreu, como visto em 10 e 18
semanas. Os resultados, porém, demonstraram controle tempo-dependente da
glicemia, de forma sustentada, na terapia celular de 12 a 14 semanas. Paralelamente,
em 14 semanas, 0 Grupo RC apresentou 0 menor pico glicémico em comparagao aos
demais, acompanhando o padrdo do Grupo Empagliflozina, apesar da ingesta de
medicacgéo ter sido menor em relacdo a este Ultimo, devido a restricdo calorica. As
duas infusbes de células foram realizadas, intencionalmente, antes do momento
esperado do pico da albumindria em nosso modelo® — conforme também
observamos - e, de forma satisfatoria, resultaram na melhora da glicemia,
acompanhado pelo menor valor de albumindria — apesar da falta de significancia
estatistica neste Ultimo parametro — no Grupo RC. Estes resultados, recentemente
publicados por nosso grupo® e que foram alvos de novas estatisticas neste trabalho,

sinalizam a provavel melhora no microambiente renal promovida pela terapia
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realizada. E interessante notar que, assim como um dos trabalhos utilizados por nos
como base para a restricdo caldrica,®? nossos resultados demonstraram controle
glicémico pela empagliflozina e, também, pela restricdo calérica em 12 e 14 semanas.
Porém quando as células foram adicionadas ao tratamento, este efeito foi
potencializado, conforme observado pela significancia estatistica com o valor-p de
0,0001 no Grupo RC nestas idades.

Ainda abordando a glicemia, observamos que os grupos R e RC
apresentam nova elevacgéo glicémica em 18-20 semanas comparativamente a idade
anterior (p>0,05). Este dado torna interessante 0 acompanhamento dos animais em
time-point superior ao avaliado neste projeto, bem como novas infusbes de CTMs.
Enfatizamos que o desenho experimental, da maneira como foi proposto e realizado,
focaliza nos estégios iniciais da DRD; a abordagem mais longinqua poderia explorar
suas fases tardias, embora o modelo experimental utilizado ndo desenvolva fibrose
de forma significativa.

Nesse sentido, observamos, também, o aumento do peso corporal
em todos os grupos ao longo de seu envelhecimento. Esse dado ressalta a
necessidade, bem como importancia, de terapias multialvos na DRD, ainda que
medidas farmacologicas consideradas padrao-ouro — como a empagliflozina — sejam
realizadas. Por esse motivo, reconhecemos que a inclusao de exercicios fisicos nos
animais, por exemplo, seria um cenario relevante.

A fim de iniciarmos a exploracdo da fisiopatologia da doenca no
modelo animal, realizamos a RT-qPCR para os marcadores de autofagia, mTOR e
Klotho. A niveis de expressdo génica, a potencial elevacdo do LC3 nos grupos
Empagliflozina, R e RC sugerem sua maior autofagia. Em contrapartida, observamos,
também, a expressao significativamente elevada de Raptor, um importante marcador
da via mTORC1 nos mesmos grupos, a qual possa se dever a compensacao da
ativagcdo da via, visto que a expressdo de s6, seu alvo downstream, tenha mantido
sua expressao.

Os resultados do Western blot corroboram com o aumento do fluxo
autofagico no Grupo BTBRY°0 com o decorrer da histdria natural da DRD, conforme
demonstrado em outro trabalho de nosso grupo.(©9

A elevacdo de LC3-Il, conforme observado, entretanto também
pode se dever a estagnacéo autofagica, o que resulta em acumulo de autofagossomos

e desta isoforma de LC3 nas células. A autofagia € uma via dindmica, complexa,
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principalmente, devido a suas multiplas etapas e funcbes a depender do
microambiente e tipo celular. Esta complexidade também se traduz nas técnicas
utilizadas, as quais apresentam diversas limitagbes quanto as suas conclusdes,
conforme explorado na literatura ao longo da realizagéao do trabalho. Notavelmente, o
uso de inibidores, por exemplo, é interessante, porém também podem afetar a
viabilidade e comportamento celular, apresentando um ponto negativo acerca de seu
uso.®? Nesse sentido, a andlise da razdo entre LC3-ll e LC3-I é amplamente
realizada, quando possivel, e correlacionada a outros métodos, principalmente o de
imunofluorescéncia, em que € possivel observar e quantificar a formacdo de
autofagossomos.9)

E importante ressaltar que os trabalhos recentes disponiveis na
literatura que utilizaram o mesmo anticorpo de LC3 para Western blot utilizado no
presente projeto ndo apresentaram consenso ha forma de quantificacdo do LC3. Foi
verificada a quantificacdo da razdo LC3-1I/LC3-I; de LC3-I e LC3-ll mensuradas
isoladamente e apresentadas no mesmo trabalho; somente de LC3-Il. E vélido
mencionar, também, que um dos trabalhos ndo pdde detectar a forma LC3-Il.
Ademais, os valores indicados pela densitometria do Western blot também se
mostraram baixos, conforme observado neste projeto, também. Sendo assim, as
andlises apresentadas estdo consistentes e compativeis com outros dados
disponiveis, embora nem todos correspondam ao cenario renal e de DRD.(®593)

Com base nesses estudos, optamos em apresentar tanto as formas
isoladas de LC3, quanto sua razdo e soma, em conjunto aos dados de
imunohistoquimica — na qual a disting&o entre as formas LC3-1 e LC3-1l ndo € possivel,
justificando a apresentacédo da soma de ambas nas analises de Western blot também.

Apesar deste ponto, conseguimos observar com esse trabalho a
dualidade da regulacdo da via da autofagia, a depender do microambiente e do
compartimento em que as células estdo inseridas. Fundamental para células com
auséncia de capacidade proliferativa como os poddcitos, observamos, de fato, a
expressao potencialmente elevada de LC3-1 e LC3-1l nos animais BTBR°"°? de 5-6
semanas, ou seja, antes do estabelecimento da DRD esperado para o modelo.® Em
14-15 semanas, por outro lado, observamos a expressao menos acentuada de LC3-I
neste grupo, seguida por sua elevacdo em 18-20 semanas, assim como o LC3-Il. Em
18-20 semanas, os valores de LC3-l e LC3-Il se tornam similares, apontando tanto

para a maior ativagao da via, quanto para sua perda de funcionalidade ao longo da
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historia natural da DRD. Nesse sentido, o estudo proteico do marcador p62
enriqueceria esta discussao, permitindo a analise mais assertiva do fluxo autofagico.

Além disso, tendo em vista a progressdo da obesidade, a
hiperativagéo da via mTORC1 — uma das principais contrarreguladoras da autofagia -
€ esperada; a expressao de s6 fosforilada se mantém no grupo sem tratamento.
Diante das condicGes de maior estresse intracelular, como observado pelo aumento
do estresse oxidativo, por exemplo, a demanda pela autofagia também se eleva; em
hiperativacédo, porém, esta via resulta em morte celular. Nesse sentido, observamos a
albuminuria elevada no Grupo BTBR°Y° juntamente a reducédo da TFG em 18-20
semanas. Estes resultados funcionais convergem com as observacdes moleculares
obtidas e com a literatura acerca destes pontos, conforme revisado recentemente por
Zhong et al.(®4

Sendo o modelo utilizado neste trabalho correspondente as fases
iniciais do DM e da DRD, espera-se elevacdo da autofagia, seguida por sua
estagnacao, %) como sugerido pelos nossos dados.

Visando avaliar a compartimentalizagdo da via, realizamos as
andlises de imunohistoquimica para o LC3. E importante ressaltar que, enquanto no
Western blot foi possivel diferir entre as formas LC3-I e LC3-II, na imunohistoquimica
(bem como na RT-qPCR) este discernimento nao foi possivel. Por outro lado, esta
técnica histologica fornece a rica analise anatdmica e compartimentalizada do alvo de
estudo, sendo um ponto positivo em relacao ao Western blot, e justificando a utilizac&o
de ambos os métodos.

Ainda assim, observamos reducéo da marcacéao cortical e medular
de LC3, bem como sua marcacgdo rara e difusa nos glomérulos do grupo sem
tratamento. O resultado aponta para a degradacdo dos autofagossomos, diante do
maior fluxo autofagico no grupo, o que corrobora com as observacdes anteriormente
discutidas.

No grupo de terapia celular — RC — o controle sustentado da
hiperglicemia por 4 semanas provavelmente tenha contribuido para a melhora do
microambiente renal, conforme observado na menor albuminidria e maior TFG
observada neste grupo em comparacdo ao controle, embora sem significancia
estatistica. De fato, a redugdo do estresse oxidativo em ambos 0s time-points
avaliados converge com estas observacdes, bem como a reducdo da ativacéo de s6

em 18-20 semanas, acompanhando o comportamento do Grupo Empagliflozina.
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Interessantemente, além da auséncia de aumento do fluxo autofagico no mesmo
padrao do grupo sem tratamento, como visto ho Western blot e na imunohistoquimica,
a marcacdo de LC3 se mostrou mais presente nos glomérulos, especialmente nas
células glomerulares parietais. Esse dado aponta, de forma interessante, para a
autofagia funcional neste grupo, ao passo que nao temos a mesma observagcao no
grupo DRD, em que a via se apresenta de maneira disfuncional (danosa). Alguns
trabalhos experimentais, em pacientes e no mesmo modelo animal utilizado neste
projeto, sugerem que as células parietais glomerulares possam se diferenciar em
poddcitos no DM, diante de lesdes severas.6:97) E importante ressaltar, no entanto,
gue este tépico ainda estd em estudo atualmente e que ainda ndo ha consenso sobre
a funcdo das células glomerulares parietais no cenario de doencas renais, pois
trabalhos também demonstram sua ativacdo associada a moléculas inflamatorias,
conforme revisado por um grupo de pesquisa chinés.©®

Ainda sobre a autofagia, as CTMs sdo potenciais moduladoras
positivas autofagicas.®®1%0) Neste estudo, porém, os estagios da DRD s&o iniciais,
momento em que, conforme publicado pelo nosso grupo em 202169 e visto,
novamente, neste projeto, a autofagia se apresenta hiperativada. Desta maneira, em
time-points mais tardios do que 18-20 semanas e com novas infusbes de CTMs
nestes, seria possivel explorar como esta modulacdo ocorre.

Em relacdo a proteina Klotho, de forma inesperada, encontramos
expressdo mantida no Grupo BTBRY® através do Western blot, e na
imunohistoquimica, sua expressao foi ainda maior que os animais saudaveis WT em
14-15 semanas. Considerando-se novamente as idades do modelo, € possivel que,
se observassemos Klotho em idades mais tardias, veriamos seu decréscimo,
conforme sugerido pelo aumento de sua expressao no grupo saudavel em 18-20
semanas. Sendo Klotho relacionada ao envelhecimento,*®) essa observacido
corrobora a idade que estamos trabalhando com este modelo. Ademais, os
camundongos BTBR°Y°b apresentam hipertrofia glomerular e tubular, devido a
obesidade e hiperglicemia cronicas; nesse sentido, trabalhos prévios e recentes do
grupo demonstraram, por exemplo, a maior expressao de SGLT2 e de marcadores
podocitarios como alfa-actinina4, nefrina e sinaptopodina nos animais.(®2102 Esta
observacdo também pode justificar os niveis de Klotho encontrados no Grupo
BTBRob/ob_
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Em concordancia com a literatura, conforme exploramos em nossa
revisdo narrativa publicada em 2021,3 observamos que o estresse oxidativo cortical
se mostrou menor diante da maior expressdo de Klotho cortical em 14-15 semanas
no Grupo BTBR®P°b embora ndo tenhamos avaliado a causalidade entre ambas as
variaveis.

E interessante resgatar que, nesta mesma idade e grupo, a
expresséo de LC3 glomerular se mostrou rara e difusa. No Grupo RC, por sua vez, a
expressdo glomerular de LC3 — que se mostrou, majoritariamente, parietal — se
correlacionou negativamente com o estresse oxidativo cortical. Na medula do grupo
RC, por outro lado, em 14-15 semanas, a correlacao foi positiva, denotando que os
niveis de Klotho aumentados convergiram com o estresse oxidativo medular elevado,
de forma inesperada. Em 18-20 semanas, este padrdo se inverte e a expressao de
Klotho glomerular passa a se correlacionar negativamente com o estresse oxidativo
cortical.

Em relacdo a expressdo medular de Klotho, nas andlises das
laminas, observamos marcacao significativa em comparacéo aos tecidos negativos,
porém, segundo a literatura, esta proteina ndo é amplamente encontrada neste
compartimento renal, embora alguns trabalhos demonstrem sua expressao
medular.(103.104) Nesse sentido, seria necessario detalhar esta analise ainda mais em
tipos de tubulos marcados e com experimentos complementares, como, por exemplo,
imunofluorescéncia com colocalizacdo para marcadores tubulares e de ductos
coletores.

Estes dados mostram, na préatica, a dinamicidade da autofagia
diante da histéria natural da DRD e da intervencdo no Grupo RC, bem como a
importéancia do microambiente na funcionalidade de Klotho e vice-versa. Como
mencionado, ndo avaliamos a causalidade entre as variaveis, somente correlacdes de
Spearman (devido a sua distribuicdo). Com base na literatura e nos trabalhos
anteriores do grupo, porém, observamos que o controle glicémico em 14-15 semanas
contribui para o menor estresse oxidativo neste grupo e idade. Como consequéncia,
h& menor demanda para ativacdo autoféagica e retardo de sua elevacao, contrastando
com o Grupo BTBR®"°® assim como maior preservacio renal observada pelos dados
funcionais e correlacdo inversa de Klotho — a proteina renoprotetora de nosso
interesse - com estresse oxidativo cortical. Mesmo diante da elevacao da glicemia e

peso em 18-20 semanas neste grupo, ha, também, a reducdo da expresséo de s6



59

fosforilada em comparacao a 14-15 semanas, similarmente ao Grupo Empagliflozina,
nesta idade. Diante do retardo no dano tecidual no Grupo RC, a proteina Klotho pode
ter sido favorecida em sua preservacdo e funcdo, conforme observado pelas
correlagdes apresentadas nesta idade e grupo.

E valido ressaltar que a empagliflozina, de acordo com a literatura,
promove o fluxo autofagico, bem como a inibicdo da via mTORCL1. Além de termos
observado a reducado da fosforilagdo de s6 em 18 semanas, conforme abordado
anteriormente, observamos, também, a correlacdo positiva de Klotho e fluxo
autofagico neste grupo e idade. Este farmaco também atenua o estresse oxidativo
renal no cenario do DM. Nosso achado fortalece essas observacoes.
Interessantemente, as CTMs aliadas a restricdo caldrica trazem padrdes de
modulagdo das vias de forma similar ao Grupo Empagliflozina, com o adicional do
controle glicEmico — dado néo observado no Grupo Empagliflozina no tempo avaliado
- embora ndo tenham sido observadas correlacdes nos mesmos parametros de forma
idéntica. Paralelamente, apesar da restricao calérica realizada com administracédo de
empagliflozina, sem as ceélulas, ter controlado o estresse oxidativo, este achado so
ocorreu em 18-20 semanas e em niveis mais elevados do que os apresentados pelo
Grupo RC. O Grupo R também nédo apresentou controle glicémico sustentado como o
Grupo RC.

Os dados, entretanto, sdo promissores, e apontam para o potencial
da terapia celular na atenuacao da hiperativacdo autofagica presente nos estagios
iniciais da DRD, bem como na modulacao da via mTOR. Ademais, o trabalho também
fortalece que estes efeitos estejam associados a expressao de Klotho, embora a
relacdo de causalidade nédo tenha sido avaliada e, portanto, exija estudos futuros.

Observamos, nas figuras 24 e 25, demonstracfes visuais que
sintetizam a discussao e conclusao do trabalho.

Apesar disso, o trabalho também apresenta limitacbes, como a
auséncia do estudo de p62 a niveis proteicos, o baixo N experimental no corte medular
em algumas analises devido a perda do tecido ao longo da imunohistoquimica e a néo
utilizacdo de inibidores e/ou abordagens genéticas para estudo das vias, como o
silenciamento génico. Em conjunto, os dados reforcam a necessidade de estudos

futuros, bem como fortalecem sua relevancia.
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No grupo sem tratamento (linha azul escuro) observamos a elevada ativacdo da autofagia em 5-6
semanas — provavelmente, fisiolégica - enquanto em 18-20 semanas, observamos a hiperativagédo
inicial da via diante do estresse intracelular — patoldgica - seguida por sua provavel disfungéo futura.
A intervencdo com CTMs (linha amarela) atenua a hiperativacdo observada, diante do menor
estresse intracelular presente. Ao modular a via, a terapia celular, potencialmente, contribui para o
papel protetor da autofagia neste cenario. O estudo em idades superiores as avaliadas neste
trabalho permitiria investigar como a autofagia se manifesta diante da terapia celular a longo prazo.

CTMs: células-tronco mesenquimais.
Fonte: Elaborada com a ferramenta Canva. Disponivel em: https://www.canva.com/
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Figura 24. Esquema simplificado representativo das discussdes e conclusdes do trabalho em cada

grupo experimental do estudo


https://www.canva.com/

Autofagia

BTBRob/ob

5-6 14-15 18-20 >18-20 Tempo (semanas)
Terapia
com CTMs
+ Empagliflozina
+ Restrigao Caldrica

CTMs: células-tronco mesenquimais.

Fonte: Elaborada com a ferramenta Canva. Disponivel em:
https://www.canva.com/

Figura 25. Esquema simplificado da representacdo da autofagia no
modelo BTBR°M% sem intervencdo e com tratamento de
empagliflozina, restricdo caldrica e CTMs
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5 CONCLUSOES

1. A terapia com células-tronco mesenquimais, empagliflozina e
restricdo calorica é capaz de reduzir, significativamente, a glicemia de forma tempo-
dependente de 12 a 14 semanas de idade, na fase critica da doenca renal diabética.
Este dado ndo foi observado pelas terapias isoladamente neste trabalho e em
trabalhos prévios do grupo;

2. O peso dos animais, apesar de ter se mostrado reduzido no
Grupo RC em algumas idades, ndo apresentou reducdo significativa de forma
sustentada. Por outro lado, todos 0s grupos apresentaram peso maior em comparacao
ao grupo saudavel em todos os grupos experimentais;

3. Os dados de expresséao proteica demonstram aumento da razao
LC3-II/LC3-l no Grupo BTBR®Y°b, sugerindo maior ativacdo da autofagia na historia
natural da DRD, bem como provavel estagnacéo futura, apontando para a perda de
sua funcionalidade e seu papel dual na DRD;

4. Os dados de histologia demonstram que, no grupo saudavel, a
marcacao glomerular de microtubule-associated light chain protein 3 decai, ao passo
gue no grupo restricdo caldrica, a marcacao cortical e medular se eleva. Em relacao
a marcacao, esta se mostrou predominantemente parietal no Grupo RC;

5. Os niveis proteicos de Klotho se mostram similares entre todos
0S grupos e time-points. Histologicamente, a expressao cortical se mostrou elevada
nos grupos BTBR®Y° e Empagliflozina em comparacéo aos animais WT;

6. O trabalho traz o potencial das células-tronco mesenquimais
aliadas a restricao caldrica e a Empagliflozina no controle do estresse oxidativo, em
conjunto com a correlacao entre a melhora do microambiente e a expresséao de Klotho,
um aspecto que ainda néo havia sido observado na literatura neste modelo;

7. O potencial translacional do trabalho consiste na elucidacao de
vias moduladas por terapias inovadoras, como as células-tronco mesenquimais e
tradicionais, como a empagliflozina e restricdo caldrica, permitindo o estudo da
sinergia entre elas. Este fato possibilita tanto o fornecimento de dados para estudos

clinicos amplos, quanto potencializacdo de abordagens terapéuticas disponiveis;
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8. Os resultados sdo promissores, inéditos na literatura e
incentivam novos estudos acerca das vias avaliadas em diferentes contextos, como o

estudo in vitro e com inibidores.
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Abstract

Introduction: Diabetic kidney disease is the leading cause of end-stage renal disease,
and it is characterized by damage in the different renal compartments, specially, in
podocytes. Autophagy and mTOR pathways’ dysregulation are some of diabetic kidney
disease’s pathophysiology mechanisms. Besides, the reduced expression of Klotho — a
renoprotective protein — has been associated with this disease as well. In this regard, cell
therapy with mesenchymal-stem cells, combined with empagliflozin and calorie
Restriction might represent an efficient and innovative therapeutic approach for diabetic
kidney disease. Purpose: To evaluate the potential of bone-marrow derived
mesenchymal-stem cells’ treatment, allied to empagliflozin and calorie restriction, in
autophagy modulation and Klotho expression in diabetic kidney disease. Methods: As in
vivo experimental model, we used male mice from BTBR"°" lineage at 14-15 weeks of
age and 18-20 weeks of age. This is a knockout model for the gene of leptin; thus, it is an
obese animal which develops diabetes mellitus and diabetic kidney disease, presenting
hyperglycemia and proteinuria in a time-dependent pattern. Animals were divided as it
follows: BTBR®"° Group (no treatment), Empagliflozin Group, Calorie Restriction Group
(this group received empagliflozin allied to a 30% calorie restriction in comparison to the
Empaglifiozin  Group and saline administration, called as “R”), calorie
restriction + mesenchymal-stem cells (this group received empagliflozin, calorie
restriction and mesenchymal-stem cells administration, called as “CR”). Blood fasting
glucose of animals was evaluated every other week, while their weight was analyzed
three times a week — which was altered for daily measurements after a while.
Furthermore, urine collection of all animals were done with the use of metabolic cages.
At the end of the protocol, animals were euthanized by anesthesic overdosis and their
tissues were collected for gene expression analyses, through RT-gPCR, protein
expression assays, through Western blot, and histological analyses, through LC3 and
Klotho immunohistochemistry assays. The used mesenchymal-stem cells were part of
our biological bank, and they have been previously obtained by our group from Rosa26
mTmG mice, and they were characterized. Results: Mesenchymal-stem cells therapy
has shown to be effective in hyperglycemia control in this model in a time-dependent way.
This therapeutic approach also attenuated autophagy hyperactivated, present in early

diabetic kidney disease and in our model. Lastly, this group presented higher Klotho



protein expression and it negatively correlated with cortical and medullar oxidative stress.
The expression of s6 phosphorylated protein has also shown to be reduced in
mesenchymal-stem cells group, which suggests mMTOR pathway modulation.
Conclusion: Autophagy and mTOR pathways are modulated by mesenchymal-stem
cells in combination with empagliflozin and calorie restriction. In addition, these effects
are, potentially, associated with Klotho expression, though the exact elucidation of this

modulation still needs to be addressed in further studies.
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