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Resumo

Introducdo: A Doenca Renal Diabética é caracterizada pela progressiva perda da
funcdo renal e proteindria tempo-dependentes. A hiperglicemia causa estresse
oxidativo e afeta a resposta adaptativa mitocondrial, que € caracterizada pela
modulacdo da biogénese, mitofagia, fusdo e fissdo (Programa de Controle de
Qualidade Mitocondrial). As células-tronco mesenquimais tém acdo antioxidante e
podem contribuir para o reparo da mitocéndria, estacionando a progressédo da Doenca
Renal Diabética. Objetivos: Avaliar o efeito renoprotetor e antioxidante das células-
tronco mesenquimais frente a hiperglicose da Doenca Renal Diabética, investigando a
modulacdo do Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial. Métodos: In vitro,
condicionamos células glomerulares mesangiais de camundongo em hiperglicose e
peréxido de hidrogénio. J4 in vivo, utilizamos camundongos machos BTBR°"
knockout para o gene da leptina, que € um modelo de obesidade, diabetes tipo 2 e
Doenca Renal Diabética. Em ambos 0s cenarios, realizamos terapia com células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea de camundongos Rosa26-mTmG, que expressam
naturalmente a red fluorescent protein. In vitro, pela cocultura direta e, in vivo, por 2
administracdes intraperitoneais. In vitro, avaliamos morfologia, proliferacdo, migracao,
morte celular, concentracdo de H»O, mitocondrial e a expressdo génica dos
marcadores do Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial nas células
mesangiais. JA no modelo in vivo, avaliamos ganho de peso, glicemia, proteindria,
razdo de pododcitos/glomérulo, expansdo mesangial, expressdo génica dos mesmos
macadores mitocondriais no coOrtex renal, homing renal das células-tronco
administradas via intraperitoneal, ativacdo da via caspase 3 nos rins e peroxidacao
lipidica renal nos animais BTBR®. O projeto foi pré-aprovado pelo comité de ética
sob o registro: 3129-17. As amostras do repositorio estdo sob os registros do Comité
de Etica no Uso de Animais: 2704-16 (animais controle) e 3092-17 (animais na terapia
celular). Resultados: In vitro, as células-tronco mesenquimais reduziram o acumulo de
H2.O, na mitocondria das células mesangiais, além de diminuir a morte celular e induzir
a expressao génica da via de biogénese e mitofagia, frente a hiperglicose e H,0,. Ja
nos animais BTBR®, as células-tronco mesenquimais migraram para 0s rins,
promovendo a reducdo do dano renal, que foi evidenciado pela menor proteindria e

pela inducdo da expressao das vias de biogénese, mitofagia, fusdo, fissdo e motilidade
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mitocondriais. Além disso, as células-tronco tiveram efeito protetor na manutencéo dos
poddcitos e evitaram a expansdo mesangial exacerbada, com indicio de inibicdo da via
de apoptose. Conclusdo: As células-tronco mesequimais tém efeito reparador e
renoprotetor na Doenca Renal Diabética, reduzindo o estresse oxidativo, a morte
celular e o dano renal, além de induzir a expressdo dos componentes do Programa de

Controle de Qualidade Mitocondrial.

Descritores: Diabetes mellitus tipo 2; Nefropatias diabéticas; Mitocondrias; Células-

tronco adultas; Estresse oxidativo
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus e a doenca renal diabética

O diabetes mellitus (DM), considerado uma doenca epidémica, tem
cada vez maior prevaléncia no transcorrer dos anos de forma a tornar-se um grave
problema de saude publica a nivel mundial. Estima-se que, em 2019, eram 463 milhdes
de individuos afetados pela doenca no mundo (Figura 1) e, apenas no Brasil, mais de
16 milhdes. As previsdes indicam que, até 2045, havera um aumento mundial para 700
milhdes de pessoas com DM."" O DM afeta gravemente a qualidade de vida das
pessoas acometidas e gera altos custos aos recursos administrativos de salude publica,

com valores na casa dos trilhdes de doélares mundialmente.®

América do Norte & Caribe Europa
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Fonte: Traduzido de International Diabetes Federation. IDF diabetes atlas. 9th ed. Brussels:
International Diabetes Federation; 2019."

Figura 1. DistribuicAo mundial da prevaléncia do diabetes mellitus em 2019 e da projecédo de
incidéncia até 2045 (20-79 anos)

Como um dos principais fatores de risco associados ao
desenvolvimento do DM tipo 2, a obesidade vem aumentando sua expressao
epidemioldgica de forma a também ser considerada uma pandemia mundial e uma
doenca cronica e progressiva. As abordagens de controle preventivo e tratamento da
obesidade ndo tém tido sucesso nas politicas publicas e mesmo no acompanhamento

médico individual, de forma a contribuir para a pandemia diabética. A média de



prevaléncia da obesidade em adultos foi de 19,5% em 2017, chegando a 30% em
paises como os Estados Unidos da América (EUA).®

Sendo a hiperglicemia a principal marca do DM, existem terapias
classicamente empregadas para o controle glicémico. Na linha de frente estdo os
medicamentos hipoglicemiantes integrados a reeducacdo alimentar e a préatica de
exercicios fisicos moderados e regulares. Além disso, existem prescrices a respeito
da interrupcdo ou, pelo menos, diminuicdo do tabagismo e a administracdo de
farmacos responsaveis pelo tratamento dos sintomas do DM, como a elevada pressao
arterial. No entanto, mesmo com todo o conhecimento acerca de tratamentos para as
pessoas com DM, expressiva parcela dessa populacdo acaba desenvolvendo
complicacBes microvasculares (retinopatia, neuropatia e doenca renal diabética [DRD])
e macrovasculares (doenca arterial periférica, doenca cardiovascular e acidente
vascular encefalico). O aparecimento das complicacfes vasculares € ainda mais
agravado devido ao grande numero de pessoas — 1 em cada 2 diagnosticadas — que
tém DM e ndo tratam pela falta de diagndstico. E notavel e preocupante a falta de
conhecimento publico a respeito do DM e suas complicacdes, levando muitas pessoas
a conviverem com a doenca de forma inadvertida por anos. ("

A DRD, uma das principais complicacbes causadas pelo DM, tem
por causa primaria a hiperglicemia, podendo ou ndo estar associada a resisténcia a
insulina e as alteracBes na pressao sistolica. Essencialmente, a DRD é crénica e
progressiva, tendo por principais caracteristicas a elevada e persistente proteinuria e a
progressiva perda da taxa de filtracdo glomerular (TFG).”” Com o passar dos anos, a
DRD pode chegar ao estagio 5 da doenca renal cronica,® sendo necessaria a dialise
como terapia substitutiva da funcdo renal ou o transplante de rim. Essa € uma
complicagdo microvascular que chega a afetar 30-40% dos individuos acometidos por
DM, afetando gravemente sua qualidade de vida e sendo fator de risco para
complicacbes cardiacas, associadas a elevadas taxas de mortalidade.® Frente ao
desafio apresentado nesse cenario, € importante conhecer e compreender mais
profundamente os mecanismos fisiolégicos e moleculares béasicos por tras do
metabolismo da glicose e da funcéo renal (sessdes 1.1.1 e 1.1.2, respectivamente). Em
seguida, para atuarmos de maneira mais assertiva e impactante no combate aos
maleficios da DRD, devemos correlacionar os conhecimentos fisioldgicos com o0s

mecanismos ja conhecidos da DRD (sessao 1.2).



1.1.1 Fisiologia renal

Os rins sdo compostos por multiplas populacfes celulares, com mais
de 30 tipos e, tratando-se do néfron, sdo distinguiveis os principais componentes
estruturais: glomérulo, tubulo proximal, alca de Henle, tabulo distal e ducto coletor. Os
rins situam-se anatomicamente de forma a receber alto influxo de sangue oxigenado
(aproximadamente 20% do débito cardiaco).” Isso se faz necessario por sua alta
demanda metabdlica, j& que é responsavel por diversas funcbes regulatérias como:
filtracAo de toxinas, balanceamento &cido-basico, regulacdo de eletrdlitos, secrecdo
hormonal e reabsor¢cdo de nutrientes e metabdlitos. Assim, a oferta dos suprimentos
metabdlicos (sangue, oxigénio, glicose) sao fatores que afetam sensivelmente a
producdo e o consumo de trifosfato de adenosina (ATP — Adenosine tri-phosphate)
pelas células renais. Um dos principais tipos celulares responsaveis pela alta demanda
energética é a do epitélio do tubulo proximal, segmento do néfron onde ocorrem o0s
principais transportes (de forma ativa — com gasto de ATP) de reabsorcao e secrecao
de substancias diversas. Abaixo, estdo alguns detalhes das porcbes do néfron

relacionadas diretamente a fisiopatologia da doenca.
1.1.1.1 Glomérulo

Em esséncia, o glomérulo — unidade de filtragdo dos rins — é um
emaranhado de capilares contidos dentro de uma cépsula (de Bowman) de células
epiteliais situado entre duas arteriolas de maior resisténcia, sendo a arteriola aferente
por onde chega o suprimento sanguineo e a eferente, por onde sai o sangue filtrado.
Compondo as camadas da barreira de filtragdo, em sua por¢cdo mais proximal, estd a
camada endotelial fenestrada (70-100 nm de diametro). Em seguida, como segunda
camada, esta a membrana basal glomerular (MBG) — composta por proteinas
extracelulares (colageno IV, laminina, fibronectina e proteoglicanos). Por fim, na
camada mais distal, estdo os poddcitos — células epiteliais especializadas, que dao
suporte estrutural e criam os diafragmas importantes na concluséao da filtracdo (Figura
2). Ao redor dos capilares (compostos pelas 3 estruturas basicas mencionadas acima),
esta 0 mesangio, formado pelas células glomerulares mesangiais (CGMs) e matriz
extracelular secretada por elas mesmas, compondo cerca de 30-40% da populacdo

total de células do glomérulo.®®) O mesangio contribui para a manutencado do equilibrio



fisico dos capilares e da hemodindmica glomerular, modulando o fluxo sanguineo dos
capilares glomerulares através de contracdo celular (sdo de tipo muscular liso) e,
consequentemente, acabam influenciando a TFG.® O filtrado que surge ao fim da
passagem por essa barreira cai no espaco da capsula de Bowman, sendo em seguida

conduzido & por¢éo tubular do néfron."?

Arteriola
Eferente

Poddcitos

Macula
Densa

Céls
Juxtaglomerulares

Diafragma

Seta indicando regido em ampliacdo, com detalhe da barreira de filtragc&o.

Fonte: Adaptado e traduzido de Pollak MR, Quaggin SE, Hoenig MP, Dworkin LD. The glomerulus:
the sphere of influence. Clin 3 Am Soc Nephrol. 2014;9(8):1461-9.1'%

Figura 2. Glomérulo e alguns de seus componentes (podécitos, tufo de capilares, membrana basal
glomerular [MBG]).

1.1.1.2 Tabulo proximal

Constituindo ~90% do cértex renal, as células do tubulo proximal séo
incumbidas, principalmente, da manutencdo do equilibrio do fluido extracelular. O
tubulo proximal executa a secrecdo de metabdlitos e reabsorcdo de valiosas
substancias filtradas no glomérulo, sendo alguns exemplos de substancias
reabsorvidas: agua, glicose, bicarbonato de sdédio, cloreto de sddio, aminoacidos,
anions fosfato e citrato. Por isso, possui uma alta demanda metabdlica que o leva a ser
o local mais rico em mitocondria, apés o coracao. Adicionalmente, o tubulo proximal
tem a funcdo de metabolizar a vitamina D para sua forma ativa, aumentando os niveis
de célcio circulatério. A reagcdo inversa também é feita nesse segmento, com a
inativacdo da vitamina D.'" Ainda, em ac¢des metabdlicas, o tibulo proximal executa a
gliconeogénese, assim como o figado, produzindo localmente a glicose através da

absorcédo e metabolizacéo da glutamina.('® Como atuac&o na tarefa endécrina dos rins,



é pelo tubulo proximal que séo feitas as secre¢des de importantes substancias: klotho,

renina, eritropoietina.('®'
1.1.1.2.1 Transporte da glicose

Existem dois cotransportadores, no tubulo proximal, responséaveis
pela captacdo da glicose filtrada pelos glomérulos: Sodium-glucose co-Transporter
(SGLT) 1 e SGLT2." O SGLT2, localizado na borda em escova, faz o cotransporte de
uma molécula de sodio para cada glicose internalizada, sendo responséavel pela maior
parte da glicose reabsorvida (97%).('® J4 o SGLT1, situado em porcdo mais distal do
tubulo proximal, possui afinidade maior pela glicose e transporta duas moléculas de
sédio para cada uma de glicose, sendo o controle fino que remove os residuos. Esse
sistema seriado de cotransportadores com diferencas na dindmica de interacao e efeito
na internalizagdo da glicose cria um sistema muito eficiente, captando praticamente
toda a glicose filtrada e deixando menos de 1% escapar do tabulo proximal. A partir das
células tubulares, a glicose alcanca a circulacéo sistémica através da difusdo facilitada
pelos transportadores Glucose transporter (GLUT) 1 e GLUT2 (independentes de
sédio), sendo pouco ou nada metabolizada no local (Figura 3). A gliconeogénese
tubular contribui para a manutencao da igualdade dos niveis de glicose que entra e que
sai dos rins, considerando que uma parte da glicose vinda pelas artérias € utilizada em

outros segmentos do néfron.('"
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Fonte: Traduzido de Jung CH, Jang JE, Park JY. A novel therapeutic agent for type 2 diabetes
mellitus: SGLT2 inhibitor. Diabetes Metab J. 2014;38(4):261-73. Fig.1. Glucose reabsorption in the
renal proximal tubule; p. 262.11%

Figura 3. Tabulo proximal e a reabsor¢éo da glicose pelos cotransportadores sodium-glucose co-
transporters 1 e 2 e o transporte da glicose, rumo a circulagdo, via glucose transportes

1.1.1.3 Tubulo distal e a macula densa

O tdbulo distal (TD) é a menor porcdo do néfron, imediatamente
seguindo a macula densa, e é altamente ativo em termos metabdlicos.
Anatomicamente € subdividido em duas porc¢des: inicial e final. A cerca das funcoes,
esse segmento é responsavel pela homeostase de ions como sodio (~5% do
filtrado),"® cloro (reabsorvido junto com sédio), potassio e cations bivalentes (magnésio
e calcio). A reabsor¢do do soédio no tabulo distal é feita de acordo a demanda, sendo
diretamente proporcional a quantidade de sodio no limen, o que se faz acompanhado
de alteracdes hipertréficas caso esta esteja aumentada.®® A porcéo inicial do TD faz
contato com a arteriola aferente e forma uma estrutura diferenciada chamada macula
densa que, em associagdo ao mesangio extracelular, compde o aparelho
justaglomerular. A macula densa, funciona como um sensor de NaCl no lumen tubular,
gue sinaliza as ceélulas da arteriola aferente de acordo a concentracdo do soluto. Em
caso de excesso de NaCl, a sinalizacdo do feedback tubuloglomerular estimula a

vasoconstricdo da arteriola aferente. JA& em caso de baixa concentracdo de NaCl



tubular, a sinalizacdo da méacula densa estimula a produgcédo de renina pelas células
endoteliais da arteriola aferente que, por sua vez, desencadeia a a¢do da angiotensina,
levando a vasoconstricdo em multiplos érgdos e aumento da reabsorcdo de sodio e
agua pelo ttbulo proximal, além da producédo de aldosterona pela glandula adrenal.®?
O objetivo dessas agbes € modular o fluxo sanguineo e a TFG. Ainda outros fatores
sao vigiados por esse aparelho justaglomerular: presséo de perfuséo renal, ativagéo da

inervacao simpatica e reducédo de hormoénios atuantes no local (como angiotensina lI1).

1.1.1.4 Producdo energética renal e a mitocéndria

A grande demanda metabdlica do rim, com alta densidade
mitocondrial, o coloca como o segundo 6rgdo de maior consumo de oxigénio em
estado de repouso.?? Esse oxigénio é consumido na mitocondria pela oxidacéo
fosforilativa (OXPHOS - Oxidative phosphorylation), na formacdo de ATP pela
respiragdo celular. A OXPHOS tem por fundamento a tarefa de converter substratos
(glicose, aminoéacidos, acidos graxos) em ATP e o oxigénio é responsavel pela
captacdo dos elétrons que saem da cadeia transportadora de elétrons (CTE) na
membrana mitocondrial durante a OXPHOS (Figura 4). A alta concentracao de prétons
de hidrogénio no espaco intermembrana mitocondrial, levada a cabo pela passagem
dos elétrons nos complexos | a IV da CTE, cria um potencial eletroquimico que é
convertido na energia motriz para ligacdo de ADP e fosfato (P — Phosphate) no
complexo V da CTE. Proteinas carreadoras fazem o trabalho de transporte do ATP

para fora da mitocéndria, rumo as demais localidades celulares.®
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Figura 4. Esquema simplificado da interagdo de glicolise, ciclo de Krebs e oxidag&o fosforilativa,
formando a principal via de producgéo de trifosfato de adenosina nos rins.
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Fisiologicamente, 90% do ATP produzido nos rins tem origem na
OXPHOS.®) No entanto, o metabolismo via oxidacéo da glicose ndo é hegemdnico em
todo o néfron, ocorrendo apenas no glomérulo, vasos e no ramo ascendente espesso
da alca de Henle. J& na porcao mais hipdéxica do néfron, a produgcédo de ATP ocorre via
metabolismo anaerébico da glicose.®® Alguns outros substratos sdo usados ao invés
da glicose, como é o caso de &acidos graxos livres e cetonas — que ocorre nos

segmentos tubulo-intersticiais, com excecdo do glomérulo (Quadro 1).%"



Quadro 1. Preferéncias de substratos metabdlicos para cada segmento do néfron

Segmento . Acidos .
¢ . Glicose Lactato Glutamina Cetonas
do néfron graxos
. Usado .
Preferivel rontamente Preferivel
. substrato em P . substratoem  Uso Uso
Glomérulo o em jejum e . : L : L
condicdes uando condicdes negligenciavel negligenciavel
fisiologicas gesaﬁa do fisiologicas
Preferivel Preferivel Preferivel Usado
Tabulo Uso substrato em  substrato em  substrato em  prontamente em
Proximal* negligenciavel condigdes condigbes condicdes jejum e quando
fisiolbégicas fisiolbgicas fisiolégicas desafiado
Ramo Preferivel Preferivel Preferivel Usado
Ascendente substratoem  Uso substrato em  substrato em  prontamente em
Fino condicdes negligenciavel condigbes condicdes jejum e quando
fisiolégicas fisiologicas fisiolégicas desafiado
. . Usado .
Preferivel Preferivel Preferivel
Ramo prontamente
substrato em  substrato em . Uso substrato em
Ascendente L . em jejum e . . .
condicdes condicdes negligenciavel condigcbes
Espesso fisiologicas fisiologicas quando fisiolégicas
9 9 desafiado 9
Usado . . .
rontamente Preferivel Preferivel Preferivel
Tabulo P . substrato em  substratoem  Uso substrato em
. em jejum e . . : . o
Distal FEE condicdes condi¢cdes negligencidvel condi¢cbes
i fisiolbégicas fisiolégicas fisiolégicas
desafiado 9 9 9
. Usado Usado
Preferivel rontamente rontamente
Duto substrato em Uso P . P . Uso
o . L em jejum e em jejum e . .,
Coletor condicdes negligenciavel negligenciavel
fisiol6gicas quando quando
9 desafiado desafiado
* O tubulo proximal também usa citrato, piruvato, acetato e succinato para sintese de ATP quando
as concentrac6es dos outros substratos estdo em baixa.

Fonte: Traduzido de Forbes JM, Thorburn DR. Mitochondrial dysfunction in diabetic kidney disease.
Nat Rev Nephrol. 2018;14(5):291-312.“"

A oxidagao de acidos graxos gera ATP de forma muito mais eficiente
para cada molécula de substrato em comparacéo a glicolise (Figura 5). Por exemplo, 1
molécula de palmitato gera 129 moléculas de ATP, enquanto que, na respiracao
celular, 1 molécula de glicose gera 38 moléculas de ATP. Os segmentos que preferem
essas formas de metabolismo demonstram sua alta demanda energética — caso dos
tubulos proximal e distal, onde ocorre intenso transporte ativo de reabsorcdo e

excrecdo.®® Os segmentos tubulares (proximal e ramo espesso da alca de Henle)
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presentes na regiao corticomedular sdo detentores de maior concentracdo mitocondrial
dos rins, aproveitando o maior aporte de oxigénio dessa area.?® Ainda, as células do
tubulo proximal usam ATP para sintese de glicose via gliconeogénese, contribuindo
com até 20% do total de glicose sistémica durante o jejum."® Como substratos para a
gliconeogénese servem, principalmente, o glicerol, o lactato e o glutamato.®® Por fim,
parte menos expressiva do ATP renal gerado é usado para fungBes como sintese
hormonal e proteica, além de algumas atividades da filtracdo glomerular (contracéo de

poddcitos e de célula glomerular mesangial — CGMs).®"
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vV = 000 VAWV
B - e R R
| W & QCD36\/W VVV | Acetil-CoA
‘ A AVAVAV/ i
FABP ' : Sintetase 0 1
3
8 ATP
8
-

FABP: proteina ligadora de acido-graxo (fatty acid-binding protein); MIM: membrana interna
mitocondrial; MEM: membrana externa mitocondrial; CPT1: carnitina palmitoil transferase I.

Fonte: Traduzido de Bhargava P, Schnellmann RG. Mitochondrial energetics in the kidney. Nat Rev
Nephrol. 2017;13(10):629-46. Figure 1. ATP production in the kidney; p. 631.%

Figura 5. Esquema simplificado da oxidacdo de acidos graxos por células do tibulo proximal, uma
das principais fontes de energia dessas células

1.2 Fisiopatologia da doenca renal diabética

Classicamente definidas, as diferentes fases da progressédo das
alteracdes morfo-funcionais sdo categorizadas em 5 estagios de gravidade, segundo

Mogensen® (Quadro 2).
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Quadro 2. Estagios da progresséo da doenca renal diabética e suas respectivas caracteristicas de
alteracdes

- P Cronologia _
Estagio Caracteristica 9 Progndstico
(anos)
1) Hiperfiltrag&o e Aumento da TFGe estimada Inicio do diabetes .
g : C o . e . Reversivel
Hipertrofia Proteindria induzida por exercicio mellitus

TFGe normal, expansao

: Parcialmente
mesangial, espessamento da 2-5

2) Silencioso -

les6es morfologicas reversivel
membrana basal
3) Nefropatia Menor TFGe 5-10 Parar a progressao
incipiente Proteindria: 30-300mg/24h € acessivel
. Desacelerar a
4) Nefropatia Menor TFGe (10% menor/ano) x 2
. o . 10-25 progressao é
instaurada Proteindria persistente .
acessivel

L Uremia, esclerose glomerualr, .

5) Estégio final 9 >15 Irreversivel

fibrose renal, proteinuria atenuada

TFGe: Taxa de Filtracdo Glomerular estimada.

Fonte: Traduzido de Mogensen CE. Microalbuminuria in prediction and prevention of diabetic
nephropathy in insulin-dependent diabetes mellitus patients. J Diabetes Complications.
1995;9(4):337—49.%

De modo geral, as alteracdes relacionadas a DRD séo de carater
metabdlico, inflamatério, hemodinamico e fibrético. Inicialmente, devido a hiperglicemia,
ocorrem alteracdbes hemodinamicas na filtracdo glomerular que levam a danos
celulares importantes. Esses danos vao se acumulando e dando origem as diferentes
vias de disturbios na patologia da DRD. Importante € entender que eles ocorrem ao
longo do tempo, muitas vezes com o0 passar de anos, de forma progressiva e
acumulativa (Figura 6). Os rins respondem a hiperglicemia por uma hiperfiltracéo
glomerular e reabsorcéo tubular da glicose aumentada.®? Para viabilizar a maior
reabsor¢cdo tubular, os cotransportadores (SGLT1/2) responsaveis pela captacdo da
glicose passam a ser mais expressos no tubulo proximal. Em consequéncia do carater
ativo (com gasto de ATP) da internalizacé&o da glicose, a maior expressédo de SGLT1/2
leva a maior demanda metabdlica por parte dos rins.®® Esse fato ativa uma reacdo em
cadeia, levando a necessidade de mais ATP ser produzido pela mitocondria renal que,
por sua vez, consome mais oxigénio via respiracéo celular. E dessa forma que ocorre o
quadro de hipéxia renal, que gera altos niveis de estresse e dano tecidual.®**¥ O
sodio, cotransportado com a glicose, também é mais reabsorvido pelo tabulo proximal,
diminuindo sua concentracdo luminal e ativando os sensores da macula densa no TD.

A resposta da macula densa frente a queda nos niveis de sodio gera inibicdo do
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feedback tubulo-glomerular, liberando o sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA). Dentre os efeitos do SRAA estd a inducdo de maior aporte sanguineo, via
dilatacdo da arteriola aferente e constricdo da arteriola eferente. Além disso, 0 SRAA
leva a maior aumento da presséo intraglomerular, que desencadeia a hiperfiltracdo
glomerular e a consequente hipertrofia dos componentes da barreira de filtragcéo.®*3%
Com a evolugcdo do quadro patoldgico, ocorrem perdas heterogéneas dos néfrons
funcionais ao longo do tecido renal e os néfrons remanescentes passam a uma
sobrecarga de trabalho. Em consequéncia, ocorrem alteracbes compensatorias de
hiperfiltragdo como mecanismo de manutengdo da TFG total em niveis normais, o que
também contribui para a hipertrofia. Mais tardiamente, com o agravamento do quadro e
a perda progressiva de mais néfrons, o desequilibrio comeca a ficar evidente e a TFG

total se mostra reduzida (com cerca de 20-40% de néfrons funcionais).®®

Diagndstico

Hiperglicemia

| Danocelular Expansdo mesangial, glomerulosclerose, fibrose tubulointersticial & inflamagao

| Microalbuminuria Macroalbuminuria

TFG Alta Normal Baixa DREF

| Hipertensdao

| Doenga cardiovascular, infecgdes, morte

I Complicagdes renais

Tovos -z Hs 0] [20] 5]

TFG: taxa de filtracdo glomerular; DREF: doenca renal em estagio final.

Fonte: Traduzido de Alicic RZ, Rooney MT, Tuttle KR. Diabetic kidney disease: challenges, progress, and
possibilities. Clin J Am Soc Nephrol. 2017;12(12):2032-45.¢7)

Figura 6. Aparecimento das diferentes alteracdes da doenca renal diabética ao longo do tempo, de
forma cumulativa e progressiva

De um ponto de vista glomerular: ao longo da progressao do quadro,
ocorrem danos e alteracdes no endotélio, com altos niveis de inflamacéo, perda do
tbnus da parede e aumento da permeabilidade dos vasos, contribuindo para a

proteintiria — biomarcador do dano renal.®® Esses danos endoteliais, além da DRD,
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estdo por tras de diversas complicagBes micro e macrovasculares associadas ao DM,
inclusive as cardiovasculares.®® Paralelamente, ocorre o espessamento da membrana
basal glomerular, devido ao acumulo das proteinas normalmente expressas (entactina,
colageno 1V, colageno V, colageno VI, fibronectina, laminina, proteoglicanos) e/ou pela
deposicdo de proteinas que ndo sado normalmente expressas (coldgeno |, colageno
1.4 Tratando-se dos poddcitos, a associacdo das alteracdes do microambiente ja
relatadas nessa sessdo leva ao descolamento podocitario e a morte por apoptose.*"
Os poddcitos remanescentes passam a trabalhar de forma compensatdria e sofrem
hipertrofia, além de terem disturbios no citoesqueleto que acabam por alterar os seus
prolongamentos celulares da fenda de filtrac&o nos capilares glomerulares.“" Assim, a
perda dos poddcitos é fator determinante para instalacdo e agravamento da
proteintria.*? Finalmente, outro ponto importante nas alteracées glomerulares é a
expansdo mesangial que, por definicdo, ocorre devido ao acumulo de matriz
extracelular produzida pelas CGMs e pela falha na degradagéo pelas enzimas

metaloproteinases.*®

Inicialmente na DRD, ocorre a hiperplasia das CGMs, logo
seguida pela parada do ciclo celular e a hipertrofia, que entdo passa a contribuir para a
producado de matriz extracelular em excesso (colageno IV e outros; Figura 7).%"** Fator
de crescimento transformante beta (TGF-B — Transforming Growth Factor beta),
proteina quinase ativada por mitdogeno (MAP-quinase — Mitogen Activated Protein
Kinase) e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF — Vascular Endothelial
Growth Factor) sdo induzidos pela hiperglicemia e estdo entre os responsaveis pela

parada do ciclo celular e ativacdo da via produtora de colageno.“
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A Glomérulo normal B Glomérulo diabético

Poddcito Poddcito

Pedicelo Pedicelo

Matriz

. Matriz
mesangial

mesangial

Membrana basal Membrana basal

Cél. endotelial . :
glomerular Cél. endotelial glomerular

Fonte: Alicic RZ, Rooney MT, Tuttle KR. Diabetic kidney disease: challenges, progress, and
possibilities. Clin 3 Am Soc Nephrol. 2017;12(12):2032—45.%")

Figura 7. Morfologia normal (A) e alterada pelo diabetes mellitus (B) de glomérulos seccionados.
Principais estruturas alteradas: células mesangiais, membrana basal, poddcitos, endotélio

Além da cléssica visdo "glomerulocéntrica”" da fisiopatologia da DRD,
os danos tubulares sdo também determinantes para a instalacdo e progressao da
doenca pela visdo da "tubulopatia diabética". Um dos pontos levantados para essa
nova abordagem é a microalbumindria, ou albuminuria moderada, como biomarcador
da fase inicial da doencga. Muitos individuos com DRD n&o desenvolvem albumindria,
ou a tem de forma estacionéaria, ndo correspondendo com a progressdo geral da
doenca e evidéncias recentes tém colocado o feno6tipo de DRD sem proteindria como o
mais prevalente atualmente.®® Dessa forma, as evidéncias levantam a necessidade de
inclusdo do componente tubular, além da hemodinadmica glomerular e da barreira de
filtracdo, nos mecanismos da patogénese da DRD e a busca por biomarcadores de
dano tubular especificos. O metabolismo tubular é diferente do glomerular, sendo de
padrdo gliconeogénico e utilizando outros substratos preferencialmente (Quadro 1).
Isso leva a uma resposta diferente frente a hiperglicemia, sendo as células do tubulo
proximal (TP) obrigadas a utilizar a glicose internalizada ao invés da convencional via
de oxidacao lipidica, por exemplo. As células do TP n&do conseguem reduzir a
internalizacdo de glicose em cenéario de hiperglicemia, o que poderia proteger o
ambiente intracelular da citotoxicidade e das alteracdes metabdlicas.“® A combinacéo
dessas alteracbes metabdlicas (incluindo o maior gasto de ATP e oxigénio pelas

células do TP na reabsorcédo da maior quantidade de glicose no lumen tubular) com as
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alteracdes hemodinamicas de vasoconstricdo e danos nos capilares peritubulares pode
levar a um estado de hipéxia, isquemia e dano tubular.®®

Em relacdo a reabsorcao de proteinas rumo a circulacao, as células
do TP sdo as protagonistas em comparacdo aos outros segmentos do néfron. Esse
processo ocorre pelo transporte via complexo megalina-cubilina, ambas expressas na
borda em escova.®” A alta exposicéo das células do TP a maior concentracéo proteica
no limen gera citotoxicidade e danos tubulares devido ao aumento da demanda
reabsortiva e ao acumulo de proteinas intracelulares que, apesar da resposta
adaptativa, pode ativar vias de inflamac&o.®® Assim, existe a contribuicdo individual do
glomérulo e do TP na proteinuria, além de uma relagdo de toxicidade de um levando ao
outro. A megalina pode ser usada como biomarcador da funcéo tubular, j4 que a sua
auséncia impede grande parte da acdo reabsortiva de proteinas filtradas pelo
glomérulo “® e por existir uma forte correlacdo entre o dano tubulo-intersticial e a
funcao renal ao longo da doenca.® Ainda, o sucesso clinico no combate & progressao
da DRD pela administracdo dos farmacos glifozinas, bloqueadores da reabsorcao
tubular via cotransportador SGLTZ2, levando a preservacao da funcao renal, € uma forte
evidéncia dessa tese tubulocéntrica.“?

Além dessas, outra tese que busca explicar e contribuir no
entendimento da patogénese da DRD é a partir do ponto de vista do estresse oxidativo
e sua interrelacdo com a mitocondria, protagonistas nos danos renais pelo DM.®%%"
Interessantemente, esse entendimento pode ser aplicado para elucidar a patogénese
das complicacdes diabéticas em outros 6rgdos além dos rins, ja que envolve alteracbes
metabdlicas e de sinalizagdo celular que afetam todo o sistema fisiologico. Para tal, &
importante compreendermos qual é o entendimento atual sobre o estresse oxidativo, a
sinalizacdo redox e, em seguida, associarmos ao conhecimento acerca da mitocondria

€ Sua resposta ao estresse.

1.2.1 Estresse oxidativo versus sinalizacao redox

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio funcional que leva
a alteracOes estruturais, ocorrendo pelas adaptacdes e respostas ao aumento
excessivo e persistente de agentes pro-oxidantes, as espécies reativas de oxigénio

(EROs). As consequéncias do estresse oxidativo variam desde danos biomoleculares a



16

mutacdes no acido desoxirribonucleico (DNA) e morte celular, dependendo do grau do
desequilibrio.®® As EROs sdo produtos secundérios do metabolismo aerdbico,
altamente reativas com as moléculas ao seu redor, alterando a conformacéao radical de
estruturas proteicas, lipidicas e do DNA.®® Os principais tipos de EROs s&o: anion
superoxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H20) e radical hidroxila (OH"). No entanto,
quando em concentracdes fisioldgicas — ja que sdo um subproduto natural — atuam na
sinalizacdo celular e regulam diversos processos.®® Essa sinalizacdo é essencial para
a adaptacdo as demandas ambientais em relacdo ao suplemento nutricional. Por
exemplo, o H,O, em concentracdes fisioldgicas (baixas), atua oxidando um residuo de
cisteina nas proteinas de forma transiente, o que transmite uma sinalizacdo especifica.
Quando em excesso, essa oxidacdo acontece de maneira quimicamente diversa,
tornando a alteracdo permanente e levando a danos na estrutura proteica.®®
Naturalmente, o H,O, é obtido através da conversdo, pelas enzimas superoxido
dismutases, do O, produzido na respiracdo celular mitocondrial.®® Para evitar que
ocorra acumulo de H,0,, existem agentes antioxidantes especializados, como as

enzimas glutationas peroxidases (Figura 8).

Smallzagao

Fonte: Schieber M, Chandel NS. ROS function in redox S|gnaI|ng and oxidative stress.
Curr Biol. 2014;24(10):R453-62. Figure 1. Basics of ROS; p. R454.6
Figura 8. Sinalizac&o redox e o estresse oxidativo

Oxidases Mitocondria
NADPH
o,
Dano‘rQDNA NADP’ l@ :
_ o 3 o HLO
Oxidagdo
Lipidica

Estresse oxidativo

Os diferentes tipos de EROs, além do sitio de sua producdo,
determinam qual sera o resultado da sinalizacdo redox ou mesmo do dano causado
pelo excesso de sua sintese. Isso ocorre pela diferente reatividade de cada uma das

espécies, que determina sua meia-vida e capacidade de alterar os residuos
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moleculares, como também é determinante a proximidade com os alvos de acordo ao
sitio de producéo intracelular.®” Além disso, cada tipo celular responde de maneira
distinta as alteracdes redox, o que mostra uma especificidade dependente do contexto
e do tipo de célula.®®

Ha mais de 50 anos foi postulada a teoria que associa danos
mitocondriais ao aumento de EROs e o envelhecimento.®® Desde entdo, muitos
estudos vém sendo publicados a respeito dos maleficios das EROs e do estresse
oxidativo. Essa cultura levou a busca indiscriminada por abordagens antioxidantes,
visando bloquear o acumulo de EROs e evitar o estresse oxidativo. Apesar disso,
existem conclusfes conflitantes na literatura a respeito dos beneficios da abordagem
antioxidante na prevencdo das alteracdes do estresse oxidativo.®® Ao que indica o
atual entendimento, os beneficios de uma intervencdo com antioxidantes ndo sao
simplesmente obtidos a partir de um bloqueio indiscriminado da producédo de EROs.
Essa abordagem indisciplinada e inespecifica altera tanto a parte patolégica quanto a
fisiolégica da sinalizacdo redox, 0 que pode estar por trds dos resultados

desestimulantes das terapias antioxidantes (Figura 9).
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EROs: espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Sagoo MK, Gnudi L. Diabetic nephropathy: Is there a role for oxidative stress? Free Radic
Biol Med. 2018;116:50-63.%

Figura 9. Niveis de espécie reativa de oxigénio e o respectivo efeito tdxico ou fisiol6gico

Ainda, existem cenarios em que aumentar determinadas EROs, em
locais especificos, leva a efeitos benéficos. Como é o caso do exercicio fisico
moderado.®” Ainda, evidéncias tém apontado os efeitos negativos da alta

suplementacdo de antioxidantes, levando ao chamado estresse redutivo®® que
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blogueia as atuacdes fisioldgicas das EROs e pode estar na base disparadora do
estresse oxidativo pela hiperglicemia.® Assim, é importante modular essa dinamica de
forma a inibir as vias patoldgicas e preservar, ou estimular, as vias benéficas e
fisiologicas.

A hiperglicemia, pelo aumento de influxo de glicose nas vias
metabdlicas, gera o aumento de EROs e ativa as principais vias moleculares de
sinalizacdo associadas ao estresse oxidativo.®® Assim, a hiperglicemia leva a maior
sintese de produtos avancados da glicagdo ndo enzimatica (AGEs — Advanced
Glycation End-product), ativacdo da proteina quinase C (PKC — Protein Kinase C) e
aceleracdo da reacdo envolvendo aldose redutase, todos processos relacionados ao
estresse oxidativo.®¥ Além disso, também s&o importantes a inducdo da via do poliol e
0 estimulo & atividade da via hexosamina.®® O mais importante é que, anteriormente a
ativacdo dessas vias, a mitocondria é especialmente afetada pelo desequilibrio da
hiperglicemia diabética®*®” com evidéncias se acumulando na demonstracdo de que
os danos do DM tém como causa primaria em comum o distarbio mitocondrial (Figura
10).7%9 Estudos ja indicam alteracdes na fungdo mitocondrial em fases iniciais do
DM e da DRD,’® com relacdo a hiperfiltracdo glomerular,”® aos danos
tubulares’ e aos danos renais mesmo sem hiperglicemia.” Assim, é imprescindivel
gue compreendamos melhor o funcionamento fisiolégico e metabdlico mitocondrial e a

sua resposta ao estresse no DM e DRD.
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enzimética; PKC: proteina quinase C; RAGE: receptor de AGEs.

Fonte: Thomas MC, Brownlee M, Susztak K, Sharma K, Jandelelt Dahm KA, Zoungas S, et al.
Diabetic kidney disease. Nat Rev Dis Primers. 2015;1:15018.¢"

Figura 10. Hiperglicemia e dano mitocondrial no aumento de espécie reativa de oxigénio, com
consequente dano no DNA nuclear e bloqueio da via glicolitica. Ativacdo das vias intermediarias dos
substratos da via glicolitica

A

1.3 Mitocbndria e aresposta ao estresse

A mitocondria regula o metabolismo celular através da sintese de
ATP pela OXPHOS, além de ser responsavel por diversas outras funcdes como:
homeostase idnica (calcio e etc.), producdo de metabdlitos precursores de acido
ribonucleico (RNA)/DNA/proteinas/lipidios, sequestro de agentes potencialmente
danosos como a aménia e EROs e a regulacdo da via de morte apoptética.®
Atualmente, a mitocondria tem tido maior destaque na sua ag&o nas vias de sinalizagéo
redox, pela sintese fisiologica de EROs, e na coordenag¢do da resposta celular ao
estresse, que é altamente dependente de energia.”’” A resultante entre o sucesso ou a
falha dessa resposta ao estresse agudo ou prolongado (como a hiperglicemia) esta
intrinsicamente relacionada a transicdo da saude para o desenvolvimento de
doencas.”” A hiperglicemia persistente causa um desbalanco na CTE, devido a

excessiva demanda de funcionamento mitocondrial que, por sua vez, resulta em
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aumento no potencial elétrico de sua membrana. Esse estado alterado de
funcionamento leva a maior vazamento de elétrons pelos complexos | e Ill da CTE,
culminando em maior producdo de EROs. As EROs em demasia, e por tempo
prolongado, superam a defesa antioxidante mitocondrial e causam desbalanco redox,
alterando as estruturas e causando dano no DNAmt.?”"® Em consequéncia, ocorre
prejuizo do potencial de membrana, da producdo dos componentes proteicos da CTE e
falha na sintese de ATP."® A mitocondria disfuncional produz mais EROs, alimentando
esse ciclo vicioso,"®® além da liberacdo de fatores indutores de morte por
apoptose.®"

A sintese de enzimas antioxidantes e a adaptacdo morfolégica da
rede mitocondrial sdo as primeiras atuacdes da mitocéndria de forma a se adaptar as
mudancas ambientais. Caso haja algum dano mitocondrial, o processo de mitofagia é
ativado como mecanismo de eliminacdo da por¢ao mitocondrial disfuncional/danificada
e impedimento da morte celular prematura. O mecanismo morfolégico tem tido cada
vez mais relevancia a respeito da sua influéncia na atividade funcional da mitocéndria,
através da dinamica de modificacdes na forma e nas ligacées com outras organelas.””
Em situacdes fisiologicas, a mitocondria é organizada em estrutura mais ou menos

tubular, de acordo as condigbes ambientais (Figura 11).
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Fonte: Adaptado de Eisner V, Picard M, Hajnéczky G. Mitochondrial dynamics
in adaptive and maladaptlve cellular stress responses. Nat Cell Biol.
2018;20(7):755-65."

Figura 11. Esquema da adaptacdo mitocondrial, frente ao estresse, pela
mudanca morfolégica
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A resposta morfologica e funcional da mitocbndria em reacédo
adaptativa as mudancas do meio, e aos possiveis insultos, esta baseada no Programa
de Controle de Qualidade.®® Os principais componentes desse programa de controle
sao: biogénese, mitofagia, fusado, fissdo e motilidade. Cada um deles tem sua devida
atuacdo, porém funcionam em equilibrio dindmico e interdependente, de forma que
buscam um balanceamento de atividades entre si de acordo a necessidade adaptativa.
A biogénese® significa a formacdo de novas organelas funcionais (mitocondrions) e,
no polo oposto, estd a mitofagia, que é a degradacao/reciclagem de mitocondrions
danificados ou inGteis.®¥ Fusdo e fissdo sdo processos em que se faz a unido e a
separacao de organelas de forma a estruturar a rede em aspecto mais tubular ou mais
fragmentado, de acordo ao ambiente e & demanda energética.®® E, finalmente, a
motilidade mitocondrial representa a capacidade de movimentacdo mecanica da
organela por proteinas motoras, processo que pode ser feito de forma intracelular ou
em direcdo extracelular.®® Essa resposta visa reequilibrar a rede mitocondrial, mas
pode ter a sua acdo impedida ou superada pelos danos em cenarios de estresse

prolongado (Figura 12).®7-89)
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Fonte: Dahlmans D, Houzelle A, Schrauwen P, Hoeks J. Mitochondrial dynamics, quality control and
miRNA regulation in skeletal muscle: implications for obesity and related metabolic disease. Clin Sci
(Lond). 2016;130(11):843-52. Figure 1. Healthy and impaired mitochondrial dynamics; p. 845.%

Figura 12. InteragBes no Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial frente a alteracdo metabdlica
(obesidade, dieta rica em lipidios), levando a bloqueio da biogénese e fuséo e ativacdo da fissédo, além
dos danos por espécie reativa de oxigénio
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Em relacdo aos rins, alteragcbes no Programa de Controle de
Qualidade Mitocondrial causadas pelo estresse oxidativo hiperglicémico ja foram
evidenciadas em células mesangiais de animais® e de pacientes diabéticos.®"
Adicionalmente, existem evidéncias da atuacdo protetora que o estimulo da biogénese

%) e também sobre a

mitocondrial promove contra o insulto da hiperglicemia’
importancia da mitofagia na protecéo contra infarto tecidual.®® Nos rins, os efeitos da
hiperglicemia levando ao desequilibrio mitocondrial podem ser muito piores do que em
outros cenarios menos exigentes de energia em forma de ATP. Sem a correta funcéo
mitocondrial, ha perda da homeostase celular nos tubulos proximais, levando a
degeneracgéo e ao impedimento da absorcéo de glicose. Quanto maior a deplecéo de
ATP, mais severo é o dano.®¥ Além disso, a desestruturacdo da sintese de ATP leva
as alteracbes do citoesqueleto com prejuizos do contato célula-célula e perda da
barreira de filtracd0.®® Outro exemplo é a fibrose tabulointersticial e a
glomerulosclerose, devidas a exagerada deposicdo de matriz extracelular, que
envolvem mecanismos principalmente inflamatérios recrutados e ativados pelas EROs
mitocondriais.®®®") As alteracdes especificas que desestabilizam esse programa de
qualidade mitocondrial sédo, assim, relacionadas como causas das principais vias de
dano da hiperglicemia diabética, colocando a mitocondria disfuncional como a causa

das complicacdes associadas ao DM (Figura 13).%®)

Hiperglicemia

Programa de Controle de

sinalizacdo Redox Qualidade Mitocondrial:
l Biogénese, Fusdo,
Fissdao, Mitofagia

—— Disfung¢do mitocondrial ,4/

lmtDNA
| atividade CTE
uso de acido graxo
J nivel ATP/ADP

Falha energétical — t\/lorte celular

EROs: espécies reativas de oxigénio; ERNs: espécies reativas de nitrogénio.

Fonte: Cherry AD, Piantadosi CA. Regulation of mitochondrial biogenesis and its intersection
with inflammatory responses. Antioxid Redox Signal. 2015;22(12):965-76. Figure 1.
Inflammation-induced reactive oxygen and nitrogen species modulate mitochondrial quality
control programs through redox signaling; however, higher levels of oxidative stress may also
contribute to inflammatory mitochondrial dysfunction, resulting in energetic failure and cell
death; p. 42.%9

Figura 13. Excesso de espécie reativa de oxigénio e dano mitocondrial, criando ciclo vicioso
que leva a disfuncdo mitocondrial
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Dentre os componentes mencionados do Programa de Controle de
Qualidade mitocondrial (PCQM), a mitofagia é induzida em cenarios de dano
prolongado, de forma a evitar ativacdo de apoptose por liberacdo de citocromo C. No
entanto, a mitofagia em excesso ativa mecanismo de morte por levar a inviabilidade da
homeostase celular. De forma analoga, a falta de mitofagia leva a acimulo de debris e
mitocondria disfuncional, o que j& vem sendo apontado por um crescente niumero de
evidéncias como um dos principais mecanismos por tras da patofisiologia de doencas
relacionadas ao envelhecimento.®® Inclusive, nesse contexto, a inducdo da mitofagia
mostrou resultados no aumento da expectativa de vida."% Nos rins, existe um grande
e crescente numero de evidéncias indicando alteragdes da mitofagia como fator
determinante na patofisiologia dos disttrbios renais,"®" principalmente em relacdo aos
poddcitos pelo seu carater terminal de diferenciacdo e parada do ciclo celular.!'%? Em
decorréncia desses apontamentos, devemos compreender 0s mecanismos por tras da

mitofagia para elucidar melhor a sua relagcdo com as alteracdes da DRD.

1.3.1 Mitofagia

Funcionando tanto fisiologicamente quanto em resposta a danos, a
mitofagia € um tipo especializado de autofagia, que coordena a eliminacdo e
reciclagem de porcbes da mitocondria danificadas e disfuncionais, através de
sinalizacdo que ativa cascatas moleculares associadas ou ndo a ubiquitinizacdo para
lise."%) A via reguladora da mitofagia dependente de ubiquitinizacdo é mediada pela
sinalizacdo de PINK1 (sintetizado na mitocdndria) e Parkin (citosélico)." Na
mitocondria com perda de potencial de membrana, PINK1 deixa de ser degradado e se
estabiliza na membrana mitocondrial externa,® sendo ativado através de

autofosforilacéo. PINK1 passa ent&o a recrutar o Parkin citosélico,'*

gue se associa a
membrana mitocondrial e ativa seu sitio de ligacdo para ubiquitina, formando cadeias
de ubiquitiha que sdo fosforiladas por PINK1.1%) A mitocondria sinalizada pelas
correntes de ubiquitina é reconhecidaa pelos mecanismos de autofagia e sofre a
degradacéo via proteosoma.''®” No entanto, para que a efetiva mitofagia ocorra, é
necesséria a separacdo da porcao danificada da rede total de mitocondria. Com esse
fim, a fissdo através dos agentes DRP1 e FIS se faz imprescindivel para o

destacamento entre o que deve ser eliminado e o que vai permanecer.!'®® De forma a
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possibilitar a fissdo, moléculas promotoras da fusdo, como MFN 1 e 2 devem ser
suprimidas momentaneamente!'® e os agentes responsaveis pela motilidade, como as
proteinas adaptadoras-motoras Miro, devem atuar de forma a transportar 0s
fragmentos para o devido engolfamento pelo fagolisossomo."” Nesse panorama, fica
clara a interconexado funcional dos fatores do Programa de Controle de Qualidade
Mitocondrial' ""'"? Existe ainda mecanismos de mitofagia de forma independente de
Parkin, que usam outras moléculas com sitio de ligacdo para ubiquitina: Gp78,
SMURF1, SIAH1, MUL1 e ARIH1.""® Essas, também atuam na construcéo de cadeias
de ubiquitina para identificacdo pelo mecanismo de ligagdo com o autofagossomo
(ULK1, DFCP1, WIPI1, LC3).("¥

Em suma, no cenéario de desregulacdo metabodlica causada pela
hiperglicemia, com excessiva producdo de EROs e danos mitocondriais em retro-
alimentacdo, teremos o desequilibrio da homeostase energética mesmo antes dos
sinais clinicos da DRD. Como um dos primeiros sinais, ocorrem altercades
morfolégicas mitocondriais, ficando em estado mais fragmentado e produzindo
menores taxas de ATP, além da ativacdo de sintese de enzimas antioxidantes como
resposta ao estresse oxidativo. Pela persistente e exacerbada hiperglicemia, a resposta
adaptativa compensatoria da mitocéndria € superada e o0s danos passam a se
acumular, sendo necessaria a intervencdo da mitofagia para limpeza dos debris
disfuncionais e a devida reciclagem, de modo a evitar a ativacdo da morte celular por
liberacdo do citocromo c. No entanto, com o acumulo de estresse, a persistente
inducdo da mitofagia também ativa a morte celular. A desregulacdo da mitofagia tanto
para mais, quanto para menos, leva a erros na recuperagcdo da homeostase
mitocondrial e metabdlica, criando um cenario de desequilibrio energético que ativa 0s
processos de morte celular e contribui para a progresséo da DRD.®*41%) Em modelos
de DM1, induzida por estreptozotocina, foi encontrada alteracdo disfuncional no
marcador PINK1 no cértex renal’’® e um aumento dos marcadores p62/SQSTML1,
relacionados & desestruturacdo da autofagia.!''® Até entdo, existe uma lacuna de
estudos sobre DRD no DM2, sendo muito mais comum o0 uso de modelos animais que
se assemelham a fisiopatologia do DM1, como nos exemplos citados acima. O nosso

modelo animal de estudo (Black and Tan Brachyury Obese BTBR®”°°

) desenvolve
obesidade e DM2, além de mimetizar os danos renais em humanos, de forma tempo-

dependente."” Dessa maneira, € um modelo pré-clinico de extrema importancia para
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o entendimento das alteragdes mitocondriais na DRD, com grande impacto no futuro da
saude publica, j& que 90% dos casos séo provenientes do DM2.

Apé6s entendermos grande parte dos agentes indicados pela
literatura como protagonistas na fisiopatologia da DRD, ainda fica a grande questdo a
respeito da progressdo da doenca, que acontece em numero expressivo de pessoas,
mesmo apos o controle glicémico. Se apontamos a hiperglicemia como o gatilho dos
problemas indicados, por que seus efeitos ainda persistem mesmo em normoglicemia?
O processo de EROs em excesso, perda de funcdo mitocondrial e faléncia energética
em looping pode explicar essa progressdo que chega a taxa de 2% ao ano entre 0s
estagios da DRD,""® independente do tratamento empregado. Como proposta para
salvar essa mitocondria em faléncia progressiva e auto-estimulada, algo externo
precisa vir em seu resgate. Ai entra a proposta da terapia celular com células-tronco
mesenquimais (CTM) em associagdo ao tratamento padrdo ouro ja utilizado,
angariando os beneficios de ambas e visando impacto maior no combate a progressao
da DRD. A terapia com CTMs é promissora ferramenta de tratamento, ja havendo
resultados na reducéo da glicemia!''®'?? e resultados benéficos em modelos de danos

renais,"?"'?? inclusive em DRD.('?®

1.4 Células-tronco mesenquimais

Segundo o "Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy", s&o definidas como células-tronco
mesenquimais multipotentes por apresentarem habilidade de diferenciagdo nas 3
linhagens teciduais (adipogénica, condrogénica, osteoblastica), clonogenicidade,
morfologia tipo-fibroblasto, auto-renovacdo e aderéncia ao plastico.'?” As CTMs
podem ser encontradas em grande variedade de tecidos adultos, como o medular-
6sseo (MO) e o adiposo.® Seguindo as mesmas diretrizes de definicdo, as CTMs
expressam marcadores de membrana Cluster of Differentiation (CD) especificos como,
por exemplo, CD29, CD73, CD90, SCA1 e CD105, e ndo expressam marcadores de
outras linhagens como, por exemplo, CD14, CD19, CD31, CD34 e CD45.0*" No
entanto, existem variagfes de acordo a espécie das CTMs (humanos, camundongos,
ratos), do background genético do modelo animal® e do tecido de obtencéo

(embrionario, adulto — adiposo, medular).
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As CTMs vém sendo amplamente estudadas na medicina
regenerativa, com finalidades de reparo e, possivelmente, regeneracao de tecidos e
orgaos danificados. Ja existe um grande numero de evidéncias a respeito do potencial
da terapia com CTMs na DRD, ainda com questdes em aberto sobre os atuais desafios
e inimeras oportunidades para adaptacdes e melhoramentos.?”) Até onde se sabe, as
CTMs tém, basicamente, duas frentes de mecanismo reparador: a via indireta pelo
secretoma, e a via direta pela transferéncia mitocondrial por nanottbulos,*® estando
delineados abaixo os principais efeitos que podem ter uma atuacdo mais relevante no
reparo do looping disfuncional do Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial da
DRD. Adicionalmente, as CTMs sdo capazes de interagir com a sinalizacdo do
microambiente e, através da leitura dos sinais de dano em células vizinhas, ativam os
mecanismos de resposta e adaptacdo, além de serem capazes de migrar para 0s
locais danificados.?® A respeito da diferenciacdo de CTMs em tipos teciduais, para
reposicéo de células perdidas, existe uma grande controvérsia na literatura."*® Ao que

tudo indica essa ndo é a principal forma de acao terapéutica efetiva das CTMs.("*"

1.4.1 Secretoma: proteinas sollUveis e vesiculas extracelulares: atuacao paracrina

e endoécrina

O secretoma das CTMs, responsavel pelos efeitos paracrinos e
endocrinos, € caracterizado pelo conjunto de fatores de crescimento, enzimas,
citocinas e vesiculas extracelulares — contendo inclusive mtDNA, mMRNA e miRNA —
liberadas no microambiente que, ao se dissiparem, atingem as células vizinhas e os
orgaos distantes, respectivamente. Sem o0 devido isolamento desses dois
componentes, os efeitos observados pelo uso de meio de cultura condicionado pelas
CTMs séo devidos a atuacdo conjunta de ambos os fatores. No entanto, os fatores
sollveis e as vesiculas extracelulares, isoladamente, ja tiveram seus efeitos
reparadores demonstrados na literatura.*? Os efeitos da atuacdo paracrina/endécrina
séo alcancados mesmo sem a integracao prolongada das CTMs no tecido alvo, o que &
um dado comumente observado no rastreio das células injetadas, apés certo
tempo."® Outro ponto de interesse é a dinamica de distribuicdo das CTMs de acordo &
rota de administracdo escolhida. Uma das mais comuns, a endovenosa, leva ao

aprisionamento das células na microvasculatura pulmonar. No entanto, mesmo nesse
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cenario, as CTMs secretam os fatores proteicos e as vesiculas na circulagdo e acabam
por beneficiar tecidos distantes, de maneira endécrina.**

Dentre os principais efeitos renoprotetores das CTMs, via
secretoma, estdo: a modulagcéo do sistema imune, a diminuicdo da inflamacéao e fibrose
— com importante modulacdo de macréfagos,®*® a reducdo da morte celular, a
transferéncia mitocondrial e o combate ao estresse oxidativo.*® As CTMs diminuem
expressivamente o estresse oxidativo através da inducdo de enzimas antioxidantes,

diminuicio da producdo de EROs e reparo mitocondrial,"*""%9

promovendo efeitos
reparadores tanto em modelos de dano agudo de isquemia e reperfuséo® quanto em
modelos crénicos de DRD."*® Evidéncias tém demonstrado a atuacéo terapéutica das
CTMs através da inducdo a mitofagia e consequente remocdo de organelas
mitocondriais ja disfuncionais, produzindo efeito regenerador funcional em células beta
do pancreas de pacientes com DM{*" e na preservacdo da funcéo do cértex renal e
dos podécitos em exposicéo cronica & hiperglicemia."*?'*®) A inducéo da mitofagia é
importante fator para combate ao estresse oxidativo, considerando o ja descrito
mecanismo de contribuicdo da mitocéndria disfuncional para a producao de EROs.

A versatilidade de atuacdo das CTMs em diversas vias de reparo é
um dos grandes trunfos dessa ferramenta terapéutica, e atualmente existe uma longa
lista de outros produtos secretados pelas CTMs, descobertos através da aplicacdo de
tecnologias de andlise protedmica.'*¥ Esse fato abre um leque de entendimento novo
de futuras possibilidades de modulagbes das CTMs, além do entendimento dos

diferentes subtipos de acordo a situacédo do ambiente.

1.4.2 Transferéncia mitocondrial via contato direto

As CTMs possuem metabolismo diferenciado, estando em um
padrdo energético glicolitico, com baixa concentracdo de ATP intracelular e
consequente baixa quantidade de EROs e danos oxidativos, tendo um balanco redox
altamente regulado e rede mitocondrial preservada."**'") Segundo as evidéncias, as
CTMs tém a capacidade de transferir por¢cdes de sua mitocéndria as células vizinhas
danificadas, como forma de atuar na recuperacdo e regeneracédo do alvo.'*® Essa
transferéncia depende de mecanismos intracelulares de motilidade mitocondrial, que se

da pela atuacdo de proteinas motoras e adaptadoras como a Mirol — responsavel pelo
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translado em direcéo extracelular (Figura 14).'*) As novas organelas mitocondriais
provenientes das CTMs modulam o metabolismo bioenergético da célula-alvo, sendo
uma estratégia interessante para recuperacdo da homeostase energética e combate ao
estresse oxidativo. Além disso, € uma abordagem que acelera e viabiliza a recuperacao
do dano, j& que as células em crise demorariam muito mais em processos de
reformulagéo por conta propria. Os efeitos dessa transferéncia vao desde regulagéo da
respiracdo celular até a reducdo de danos oxidativos, observados em estudos de
cocultura.'**"%9 Essa atuacdo parece ser efetuada principalmente pela transferéncia
mitocondrial através de nanotubulos, tendo uma forte influéncia das proteinas motoras
nesse processo e um alto impacto na efetiva atuacao reparadora, ja que 70% do efeito
foi perdido no bloqueio desse tipo de transferéncia via contato direto.('*® As evidéncias
indicam que a transferéncia de mitocondrias via vesiculas extracelulares, sem o contato
célula-célula, é menos expressiva.'® Esses dados mostram a importancia da
presenca das CTMs, em si, na regido de interesse para alcangcarmos efetivo reparo.

Em suma, compreendemos que a hiperglicemia leva a disfuncdo
mitocondrial e induz a falha energética, afetando todo o sistema fisiolégico com maior
ou menor impacto de acordo a susceptibilidade metabdlica. Assim, ao estar instalado o
looping de mal adaptacdo ao estresse crénico do DM, mesmo em posterior estado de
controle glicémico (normoglicemia) via terapia farmacoldgica e mudancas no estilo de
vida, ocorre a progressdo dos danos em expressiva populacdo, possivelmente por um
sistema de retro-alimentacdo entre dano e distlrbio mitocondrial (Figura 13). Nesse
cenario as CTMs vém como fator potencial para resgate mitocondrial e reequilibrio
redox, por suas diversas capacidades reparadoras no ambito antioxidativo em resposta
ao microambiente em estresse. Assim, acreditamos que a terapia com CTMs-MO tem
efeito reparador das alteracdes causadas pela hiperglicose da Doenca Renal Diabética,
através da acéo antioxidante e da modulacdo do Programa de Controle de Qualidade

Mitocondrial.
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Fonte: Buratovich M. Stem cells heal damaged cells by transferring mitochondria [Internet]. Spring
Arbor: Beyond the Dish; 2014 [cited 2019 Nov 23]. Figure. This study presents the first mechanistic
insight into how Mesenchymal Stem Cells (MSC) act as mitochondrial donors during attenuation of
lung inflammation and injury. Mitochondrial donation is an essential part of the MSC therapeutic
effect in these models and is positively regulated by Mirol / Rhotl mitochondrial transport proteins.
Available from: https://beyondthedish.wordpress.com/2014/02/10/stem-cells-heal-damaged-cells-
by-transferring-mitochondria/

Figura 14. Transferéncia mitocondrial entre células-tronco mesenquimais e célula epitelial com
disfuncdo mitocondrial, via contato direto e nanotubos. Acdo direta da proteina Mirol no
carreamento da mitocdndria

1.5 Objetivos

1. Avaliar o impacto do estresse oxidativo causado pela hiperglicose
e pelo peréxido de hidrogénio nas CGMs: alteracbes da morfologia, viabilidade,
capacidade de migracédo e de metabolizacdo de substratos, concentracdo de perdxido
de hidrogénio mitocondrial, expressao génica de marcadores moleculares do Programa
de Controle de Qualidade Mitocondrial: (biogénese, mitofagia, fusdo e fissdo &
motilidade);

2. Avaliar o efeito reparador das CTMs-MO nas CGMs
condicionadas aos meios de hiperglicose e peréxido de hidrogénio: concentracédo de
peréxido de hidrogénio mitocondrial e viabilidade/morte celular;

3. Avaliar o impacto da administracdo das CTMs nos parametros
renais, funcionais e metabdlicos dos animais BTBRob/ob: ganho de peso e glicemia
capilar de jejum, morfologia glomerular, expansdo mesangial, manutencdo dos

podocitos, proteinaria/creatinina (UACR), ativacdo da morte celular via caspase 3 nos
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tecido renal, expressao génica dos marcadores moleculares do “Programa de Controle
de Qualidade Mitocondrial” (biogénese, mitofagia, fusao, fissdo e motilidade) do cortex

renal.
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2 METODOS

2.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Hospital Israelita Albert Einstein no Centro
de Pesquisa Experimental do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein
(CPE - IIEPAE). As intervencbes in vivo e coletas das amostras teciduais foram
realizadas no Centro de Experimentacdo e Treinamento em Cirurgia (CETEC),
certificado pela Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal
Care (AAALAC) — o qual segue os padrées internacionais de qualidade para
guarentena e cuidados animais. Existe controle interno de umidade, temperatura, ruido,

luz e presséo.
2.2 Aspectos éticos e legais

O projeto teve seu inicio somente apds aprovacao do Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein sob numero 3129-17
protocolado no Sistema Gerenciador de Projeto de Pesquisa (SGPP) e seguiu a Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VII do 8§ 10 do art. 225 da
Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais,
bem como as normas estabelecidas pelo CETEC do Hospital Israelita Albert Einstein.
Amostras dos animais como repositorio sdo provenientes de projetos também
aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA), sob os nimeros 2704-16
(animais controle) e 3092-17 (animais tratados com CTMs-MO e os animais doadores
de medula para coleta de CTMs).

2.3 Células experimentais

CGMs imortalizadas de camundongos foram adquiridas da The
American Type of Culture Collection [SV40 MES 13 (ATCC® CRL-1927™)], pelo grupo
de pesquisa da Profa. Dra. Mirian Aparecida Boim, do Departamento de Nefrologia da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Uma parcela dessas CGMs foi

gentilmente doada ao nosso grupo, em passagem 30. Em nosso laboratério, as CGMs
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foram mantidas em meio de cultura DMEM/F12 1:1 (Ham) (Gibco — Life Technologies,
EUA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), 5000U/L de
Penicilina (Invitrogen) e 2,438 g/L de NaHCOsj;. As células foram mantidas em
incubadora a 37°C, 95% O, e 5% de CO,. Para os experimentos, utilizamos as CGMs
entre passagem 30 e 50.

Células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMs-MO), obtidas
da medula éssea femoral e tibial de camundongos machos, de 6 a 8 semanas de
idade, da linhagem Rosa26/mTmG (Jackson Laboratories, JAX). O procedimento
cirargico para retirada do material 6sseo/medular é realizado no CETEC, no qual os
animais sdo anestesiados previamente via inalagdo de Isoflurano (Attane) seguida de
eutanasia por deslocamento cervical. As células medulares obtidas foram cultivadas in
vitro, em meio DMEM/F12 (Ham)1:1 (Gibco, USA) suplementado em 20% com SFB
(Cultilab) e Penicilina & Estreptomicina (1%) (Invitrogen). As CTMs-MO foram
caracterizadas, tradicionalmente, pelo fendtipo tipo-fibroblasto, capacidade de
aderéncia ao plastico, capacidade de multidiferenciacdo, e da imunofenotipagem por
citometria de fluxo.®? Referente a expressdo dos epitopos, é definido como padréo
para CTMs: CD 105 *, CD 90" e CD 73"; CD 45, CD 34, CD 14 ou CD 11b", CD
79alpha’, ou CD 19 e HLADR."" No entanto, é essencial ressaltar que existem
diferencas entre a expressao dos epitopos quando sdo comparadas populacdes de
CTMs obtidas de diferentes fontes (i.e. tecido adiposo, medula 6ssea e etc.) e também
de animais de linhagens diferentes.®® Em nosso caso especifico, existe uma lacuna
na literatura referente a descricdo de CTMs obtidas de camundongos com background
genético CD-1, como € o caso do nosso animal Rosa26/mTmG. Usamos o0s
marcadores anticamundongo CD 29, CD 31 CD 34, CD 44, CD 45, CD 90, CD 105 e
SCA-1 associados ao fluoroforo fluorescein isothiocyanate (FITC) (eBioscience,
Thermo Fisher) para a imunofenotipagem das CTMs em passagem 8-12.

CD 29: integrina 1 (# 11-0291-82)

CD 31: adeséo celular endotelial plaquetéaria (# 11-0311-82)

CD 34 fosfoglicoproteina; marcador de célula-tronco/progenitora
hematopoiética (# 11-0341-82)

CD 44: receptor de hialuronato e osteopontina (# 11-0441-82)

CD 45: glicoproteina de células linfo-hematopoiéticas (# 11-0451-82)

CD 90: antigeno de célula timocitéria (thy-1; # 11-0900-81)

CD 105: endoglina (# MA5-17945)
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Scal (Ly-6A/E): marcador de célula-tronco/progenitora mesenquimal
e hematopoiética (# 11-5981-82)

Referente a diferenciagdo in vitro das CTMs-MO, realizamos o
procedimento para obtenc&o das linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica,
através da inducdo pelos reagentes especificos em meio de cultura e, em seguida,
coloracdo pelos marcadores alcian blue — matriz hialina, oil red — depdsitos de lipidios e
alizarin red — cristais de calcio. Detalhes dos reagentes de diferenciacdo: para
adipogénica, as células foram plaqueadas em meio de cultura com 10% de SFB
contendo 1uM dexametasona, 0,5 uyM 1-metill-3-isobutillxantine, 10ug/mL insulina, e
100uM indometacina (Sigma-Aldrich), por 2 semanas; para osteogénica, as células
foram plaqueadas em meio de cultura com 10% de SFB contendo 10-7 M
dexametasona, 0,2mM &cido ascorbico e 10mM B-glicerol-fosfato (Sigma-Aldrich), por 4
semanas;®? para condrogénica, as células foram plaqueadas em meio de cultura
suplementado com 10% de SFB contendo insulina a 6,25ug/mL, &cido ascorbico a

50ug/mL e TGF-beta a 10ng/mL, por 3 semanas.

2.4 Meios de cultura e condicionamento

Para o devido condicionamento das CGMs, usamos 0S seguintes
meios de cultura:

a) Expanséo e purificagdo das CTMs-MO — Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Gibco) suplementado em 20% com SFB;

b) Expansdo das CGMs — Dulbecco’'s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco) 5% SFB;

¢) Normoglicose — DMEM (Gibco) 0,5% SFB, suplementado com 5,6
mM/L de glicose 50% (1g/L);

d) Hiperglicose — DMEM (Gibco) 0,5% SFB, suplementado com 30
mM)/L de glicose 50% (5,4g/L);

e) Controle de osmolaridade — DMEM (Gibco) 0,5% SFB,
suplementado com 24,4mM/L de Manitol 20% (5,46g/L) e 5,6mM/L (1g/L) de glicose
50%;
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f) Normoglicose + Peroxido de hidrogénio — DMEM (Gibco) 0,5%
SFB, suplementado com 5,6mM/L de glicose 50% (1g/L) e 100pmol/L de H,0, a0,3%;

g) Hiperglicose + Peroxido de hidrogénio — DMEM (Gibco) 0,5%
SFB, suplementado com 30mM/L de glicose (5,4g/L) e 100umol/L de H,O, a 0,3%.

Escolhemos o manitol como controle de osmolaridade pela larga
experiéncia de uso na literatura da area relacionada ao estudo da hiperglicemia do DM.
Ja bem descrito, o manitol & metabolicamente inerte em humanos, servindo como um
diurético osmético (Mannitol Identification. DrugBank'). E importante ter um controle
gque mimetiza a alta osmolaridade dos condicionamentos de hiperconcentracédo de
glicose, para que possamos separar os efeitos osmaéticos dos efeitos inerentes da
glicose em si. E necessario considerar que efeitos osmoticos existem, o que corrobora
as evidéncias da pratica clinica. No entanto, pelo delineamento de nossa hipétese e
dos mecanismos usados na base teorica, esperamos que os efeitos deletérios da alta
concentracdo de glicose sejam superiores aos efeitos estressores da
hiperosmolaridade de um composto metabolicamente inerte. Por sua vez, o meio
Normoglicose + H,O, é o controle do efeito isolado do H,0,, a fim de ser comparado ao
meio Hiperglicose + H,O, e podermos identificar as diferencas em relacdo ao efeito

sinérgico de ambos os fatores associados.

2.5 Grupos e delineamento

Tendo descritos os meios de condicionamento, separamos as CGMs
em 5 grupos distintos, visando comparar os efeitos da hiperglicose por si so, do H;0,
isoladamente e, por fim, da juncdo sinérgica de ambos. Os demais grupos s&o

controles de osmolaridade e o controle de normalidade:

e NG: CGMs + Meio Normoglicose (5,6mMI/L glicose);
e HG: CGMs + Meio Hiperglicose (30mM/L glicose);
e MN: CGMs + Meio Controle Osmolaridade (24,4mM/L manitol + 5,6mM/L

glicose);

! https:/iwww.drugbank.ca/drugs/DB00742
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¢ NG + Hy0,: CGMs + Meio Normoglicose + Peroxido de Hidrogénio (5,6mM/L
glicose + 100umol/L H20y);

e HG + HyO2: CGMs + Meio Hiperglicose + Perdxido de Hidrogénio (30mM/L
glicose + 100umol/L H20y).

As CGMs sao mantidas nos respectivos meios de condicionamento
por 6 e 72 horas (timepoints). Dessa forma visamos avaliar os efeitos em curto prazo
de condicionamento (6 horas) comparados aos efeitos de condicionamento mais
prolongado (72 horas), com énfase na observacdo e investigacdo dos efeitos da
presenca acumulada do radical livre H,O, (grupo NG H20;) e também da sua sinergia
com a hiperconcentracdo de glicose (grupo HG H20;). Os meios de cultura sao

trocados a cada 48 horas, devido a degradacdo do H,O, em DMEM (Figura 15).

- Remogao
Inicio dos meios
Plaqueamento condicionamento
(meios) Ensaios
- 24h 6h

el = 4]

Inicio Troca de saios
Pl u men - - Ensaios
aqueamento condicionamento meios
(meios)

- 24h 48h 72h

el 2] |Z] &)

Figura 15. Linhas do tempo das células glomerulares mesangiais condicionadas por 6 horas
(A) e 72 horas (B)

2.6 Cocultura direta: terapia celular com células-tronco mesenquimais da medula

Ossea

Células-tronco mesenquimais da medula O0ssea e CGMs sdao
cultivadas simultaneamente na mesma superficie de placa (proporcéo inicial de 1:5,
respectivamente). Mantemos as células em coabitacdo em meio DMEM 0,5% de SFB

suplementado com os respectivos tratamentos ja descritos (NG, HG, MN, NG H;0; e
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HG H,0,). A cocultura foi mantida por 24 horas, apés passadas 48 horas de tratamento
no grupo tardio (72 horas, Figura 16.A) e ao final do grupo precoce (6 horas, Figura
16.B).

Inicio Troca de Ensaios
A Plaqueamento condicionamento meios
(meios)
-24h Oh 48h 72h (+24h)
({® é ° =2
= zZ | & || =]
Adigao
CTMs
B P condié?oiﬁiaomento Remo(;_éo
aqueamento (meios) dos meios Ensaios
-24h Oh 6h +24h
) £ =2 [ 4]
Adicao
CTMs

Figura 16. Linhas do tempo das células glomerulares mesangiais condicionadas
por 72 horas (A) e 6 horas (B) em cocultura com células-tronco mesenquimais da
medula 0ssea

2.6.1 Grupos da terapia celular

Unindo as CGMs de cada grupo com a respectiva cocultura da
terapia com CTMs-MO, teremos mais 5 grupos de avaliacao:

¢ CTMs-MO mTmG + CGMs NG
¢ CTMs-MO mTmG + CGMs HG
¢ CTMs-MO mTmG + CGMs MN
¢ CTMs-MO mTmG + CGMs NG H,0»
¢ CTMs-MO mTmG + CGMs HG H,0,

Esse procedimento mimetiza uma interacdo celular mais préxima do
esperado que, além das interacdes paracrinas e vesiculas extracelulares, permite o
contato direto entre as populacdes e da as condi¢cdes necessarias para a formacao dos

nanotubos de transferéncia de material intercelular (com destaque para a mitocondria;
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Figura 17). A distingdo entre as CGMs e as CTMs-MO mTmG é realizada através de
citometria de fluxo (Attune Acoustic Focusing Cytometer, ThermoFisher), sendo
possivel identificar as CTMs pela expressdo constitutiva de proteina vermelha
fluorescente (RFP — red fluorescent protein), além da diferenca de tamanho bem
evidente. Nos ensaios além da citometria, isolamos as CGMs por sorting (MoFlo Astrios
EQ, Beckman Coulter). Essa abordagem foi usada, por exemplo, para extrair RNA das

CGMs sem a contaminacéo de CTMs.

Fonte: Adaptado de Kaessmeyer S, Bhoola K, Baltic S, Thompson P, Plendl
J. Lung cancer neovascularisation: cellular and molecular interaction
between endothelial and lung cancer cells. Immunobiology.
2014;219(4):308-14. Fig. 1. Experimental design of direct co-culture
method; p. 310.0%%

Figura 17. Esquema demonstrativo da dindmica de contato entre células
glomerulares mesangiais e células-tronco mesenquimais da medula éssea
em cocultura direta

2.7 Avaliacbes in vitro

As CGMs foram avaliadas de maneira a compreendermos melhor os
efeitos do estresse oxidativo causado pela hiperglicose, avaliando aspectos funcionais
basais das células: metabolismo de substratos, migracdo em cultura, morte celular na
populacdo, além de observar aspectos referentes a morfologia e ao padréo de
proliferacio em cultura. As avaliacbes foram feitas apO0s o0s respectivos
condicionamentos (6 e 72 horas) com os meios de cultura (NG, HG, MN, NG H,0, e
HG H»0,) e, nos casos aplicados, apos a cocultura da terapia celular.

2.7.1 Metabolismo celular — densidade 6tica por MTT

O ensaio visa avaliar a capacidade das CGMs em metabolizar
reagentes, dando também uma medida de viabilidade celular na populacdo em teste.

Sao quantificadas as células ativas metabolicamente de forma colorimétrica, através da
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transformacdo do reagente 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide MTT (amarelo) em formazan (precipitado roxo), pela enzima redutase celular.
A atividade celular é diretamente proporcional a intensidade de sinal colorimétrico
obtido pela acumulacdo do precipitado. Ao final, a absorbéancia resultante € lida em

espectrofotometro, 540-570 nm de comprimento de onda.

2.7.2 Morte celular — Anexina V e lodeto de Propideo/DAPI

Quantificacdo (%) das células em estagio inicial ou ja avancado de
morte celular através da coleta de 0,1-0,5x10° CGMs, seguida de ressuspensdo em
300uL de Annexin Binding Buffer (1x). Adicionam-se 2uL de Annexin V — FITC
(anticorpo marcador de fosfatidilserina exposta na membrana celular conjugado a
fluorocromo FITC) e 2uL de iodeto de propideo ou DAPI (marcadores nucleares,
identificando permeabilizacdo de membrana). Finalmente, incuba-se por 15 minutos em
temperatura ambiente, no escuro. A partir dai, é feita a detec¢ao das porcentagens de

células marcadas por citometria de fluxo (Attune).'>%

2.7.3 Migracao — ensaio da ferida

Atingida a confluéncia de 90-100% da placa de cultura (CGMSs), cria-
se uma faixa de espaco em meio as células aderidas através do arrasto de ponteira de
pipeta (200uL). Dessa forma, cria-se um vao de area destituida de células, o qual as
células remanescentes de cada borda oposta buscardo ocupar pela migracao,
fechando a ferida. A area ocupada (migrada) pelas células é quantificada e comparada
a area inicial da ferida. Assim, chega-se a porcentagem de ocupacdo de espaco em
determinado periodo de tempo, o qual sera de 24 horas. Os ensaios serdo fotografados
em tempos Oh (logo apds a ferida) e 24 horas ap6s a ferida.'*®
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2.8 AvaliagOes mitocondriais in vitro

2.8.1 Radical oxidante mitocondria-especifico — MitoPY1

Quantificacdo especifica de H;O, (peroxido de hidrogénio) intra-
mitocondrial através de marcador fluorescente por citometria de fluxo (Attune). O
marcador MitoPY1, ao interagir com o radical HyO,, sofre mudancas em sua
conformacao, apresentando-se entdo na forma oxidada: MitoPY1lox. Esse MitoPY1ox
emite fluorescéncia, que € entdo detectada e quantificada (510nm — absorcdo e 528nm
— emissao). As amostras celulares sdo analisadas e comparadas entre si em relacdo a
porcentagem de eventos positivos do marcador fluorocromo. Ao fim, essas
porcentagens de marcacao positiva para o fluorocromo sao associadas as quantidades

de H,O, intramitocondrial.(®®

2.8.2 Potencial de membrana mitocondrial

Como medida avaliativa da funcdo mitocondrial, usamos o Kit
MitoProbe™ JC-1 Assay Kit (Thermofisher) para identificar a quantidade de organelas
ainda ativas nas células dos modelos experimentais. O JC-1 € um marcador que se
acumula e oligomeriza especificamente na mitocondria polarizada (viavel). Em
organelas funcionais, com a polarizacdo adequada mantida, a emissdo de
fluorescéncia do reagente JC-1 muda para espectro vermelho (590nm), devido a
agregacgao dos conjugados intra-mitocondriais. Ja em ambientes celulares com essas
organelas disfuncionais, sem a devida polarizacdo da membrana mitocondrial, a
emissao fluorescente € mantida no espectro verde (530nm), devido a persisténcia da
difusdo do fluorocromo, que nao é “capturado” e condensado intra-mitocondrial. Os
mondmeros de JC-1 (mitocondria despolarizada) emitem fluorescéncia em verde difuso
(530nm) e os agregados de JC-1 (mitocOndria polarizada) emitem fluorescéncia em
laranja-vermelho (590nm).("*"

Ap6s a suspensdo da cultura de CGMs (1x10%mL) e a devida
marcagdo com o reagente JC-1 (200uM; 1pL/mL; 30 minutos a 37°C), analisamos, via
citometria de fluxo, a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) para cada grupo
celular (NG, HG, MN, NG H;0, e HG H;0y). Ao final, a razdo de emissdo (MIF)
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vermelho/verde é o indicativo resultante acerca da polarizacdo da membrana
mitocondrial. O protocolo de marcacéo segue as diretrizes do fabricante: JC-1 and JC-9

Mitochondrial Potential Sensors, Invitrogen.

2.8.3 Expressao génica dos componentes do programa de qualidade mitocondrial

7

Cada um dos genes do quadro 3 é usado como marcador de
atividade da via molecular referente a um componente do grupo de mecanismos do
Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial. A expressao génica foi avaliada por
Polymerase Chain Reaction (PCR) quantitativo em tempo real. Em linhas gerais, o
procedimento se inicia pelo isolamento das amostras de CGMs, seguido de
acondicionamento em solugdo RNALATER (Sigma-Aldrich, Merck, Alemanha) e
congelamento a -80°C, evitando qualquer tipo de degradacdo até o seu uso. Entao,
fazemos a extracdo de RNA e a purificacdo pelas sucessivas lavagens em colunas do
kit RNeasy mini kit (QIAGEN). O RNA obtido é quantificado no Nanodrop
(ThermoFisher) e usado — em concentracdo 10ng/uL — para sintese do cDNA através
da transcricdo reversa (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems). O cDNA entédo é usado na realizacdo do PCR quantitativo em tempo real
(qPCR) (TagMan™ Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems; QuantStudio 6
Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystems). Seguindo as conclusbes da
padronizacdo de gene housekeeping ja feitas previamente pelo nosso grupo de
pesquisa, usamos o0 beta-glucuronidase (GUSB, MmO01197698 ml - Tagman
Endogenous Control — ThermoFisher) para controle enddégeno. Os demais genes,
componentes do Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial, estdo relacionados

abaixo:

Quadro 3. Processos componentes do Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial e os
respectivos marcadores usados para avaliacdo da expressdo de RNA via q RT-PCR

Programa de _Controle_de Qualidade Expressdo de RNA (qRT PCR)
Mitocondrial

Fissdo

Motilidade Dynein, Kinesin, Miro 1 & 2

Biogénese PGC-1, TFAM

Mitofagia PINK1, PARKIN
Fuséo Mitofusin 1 & 2, OPA1

DRP-1, Fis1
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o MFN1: Mm00612599 _m1l — Mfnl — Tagman

o MFN2: Mm00500120_m1 — Mfn2 - Tagman

o OPA1l: MmM01349707_gl — Opal - Tagman

o DRP1: MmM01342903 _ml1 — Dnmll - Tagman

o FIS1: MmO00481580_m1l — Fisl - Tagman

o DYNEIN: Mm01244889 m1 — Dnaic2 — Tagman
o MIRO1: Mm01304158 m1 — Rhotl - Tagman

o MIRO2: Mm00524478 _m1 — Rhot2 - Tagman

o KINESIN: Mm00492936_m1 — Klcl - Tagman
o PARKIN: MmM01323528 m1 — Park2 - Tagman
o PGC1: Mm01208835_m1l - Ppargcla - Tagman
o TFAM: MmM00447485_m1 — Tfam - Tagman

o PINK: Mm00550827_m1 — Pink1 - Tagman

2.9 Avaliagédo in vivo: animais experimentais

De modo a compreender de maneira mais profunda a patofisiologia
da DRD, avaliamos as alteracfes renais causadas pela hiperglicemia do DMT2 usando
modelo animal de comprovada semelhanca com as alteracbes da DRD humana.
Assim, podemos vislumbrar aplicacbes para o cenario clinico, devido a aplicabilidade
dos achados nesse modelo para o uso em humanos. Investigamos alteracdes
metabdlicas como o ganho de peso e a glicemia de jejum ao longo do tempo, além de
avaliacbes especificas do tecido renal a cerca das principais alteracbes como a
expansdo mesangial, manutencdo dos podoéticos e a proteindria. Além disso,
investigamos a modulacdo dos marcadores do Programa de Controle de Qualidade
Mitocondrial.

Os camundongos BTBR.Cg-Lep®/Wisc (black and tan, obese,
tufted; JAX stock #004824) sdo homozigotos para a mutagdo knockout do gene da

Rob/ob

leptina (Lep®), sendo comumente identificados como BTB , conforme a empresa

da qual foram adquiridos: The Jackson Laboratory®. Esta mutacéo esta relacionada ao

desenvolvimento da obesidade, uma vez que estes animais se tornam hiperfagicos.

Rob/ob

Além da obesidade, os camundongos BTB apresentam hiperglicemia, intolerancia

2 https://www.jax.org/strain/004824
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a glicose, hiperisulinismo, hipertrigliceridemia, cicatrizacdo comprometida e aumento da
producdo dos horménios da hipéfise e supra-renais. A obesidade é caracterizada por
um aumento no nimero e no tamanho dos adipécitos."'"” Embora a hiperfagia
contribua para a obesidade, os homozigotos apresentam excesso de peso e acumulam
gordura mesmo quando restritos a uma dieta suficiente para a manutencdo do peso
normal em camundongos magros. A hiperinsulinemia ndo se desenvolve até que ocorra
o aumento do peso corporal e é provavelmente o resultado desse disturbio. Os
camundongos BTBR®”*® desenvolvem DM com seis semanas (machos) e oito semanas
(fémeas). A hiperglicemia é grave e progressiva, com glicemia de jejum de 400mg/dl

(17158 Além disso, os camundongos BTBR®” desenvolvem

em 10 semanas.
proteinuria de forma tempo-dependente, detectada por volta da 82 semana de vida nos
animais machos. Desta forma, esses animais desenvolvem doenca renal diabética
similar ao que acontece em seres humanos, incluindo a expansdo mesangial e a
podocitdria.""'” Representam, portanto, o modelo pré-clinico mais robusto de doenca
renal diabética, no qual varias estratégias terapéuticas podem ser avaliadas.

- BTBR selvagem ou wild type (WT): modelo de camundongos
preto e marrom, ndo braquidrico.

- BTBR®"°P: BTBR (preto e marrom, braquitirico) mutante deficiente
em leptina, obeso e hiperglicémico.

_ ROSAmT/mG ou Gt(ROSA)2680rtm4(ACTB-thomato,-EGFP)Luo: branco, com
membrana celular marcada em 2 cores fluorescentes associadas a alelo Cre-reporter.
Antes da recombinacédo Cre, todas as membranas séo vermelhas fluorescentes (red
fluorescence protein — tdTomato). ApGs a recombinag&o nas células-alvo marcadas, as
membranas celulares e tecidos passaréo a expressar na membrana a fluorescéncia
verde (green fluorescence protein). Animais foram adquiridos da empresa The Jackson
Laboratory® e mantidos no biotério (CETEC).

2.9.1 Aquisi¢cdo e manuteng¢do dos animais em biotério

Baseado no principio bioético dos quatro "Rs" da pesquisa
experimental em animais (Reducdo, Reposicdo, Refinamento e Responsabilidade),

foram utilizados 18 animais machos, divididos em:

® https://www.jax.org/strain/007576
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— Ro0sa26/mTmG - idade de 6-8 semanas (n=6);

— BTBR®"*"controle - idade de 8 semanas (n=6)

— BTBR%+ CTMs-MO mTmG - idade de 18-20 semanas (n=6);

Os animais controle, descritos abaixo, foram parte de projeto prévio.
As amostras j& estavam coletadas e os referidos animais ja eutanasiados. Assim, sdo
repositorio de nosso grupo de pesquisa (Figura 18):

— BTBR WT - idade de 9-11 semanas (n=6);

— BTBR WT - idade de 14-15 semanas (n=6);

— BTBR WT - idade de 18-20 semanas (n=6);

— BTBR®"*Pcontrole - idade de 8-10 semanas (n=6);

— BTBRPcontrole - idade de 14-15 semanas (n=6);

— BTBR®"*"controle - idade de 18-20 semanas (n=6);

Os animais BTBR®”°°

sao identificados pelo fendtipo e confirmados
por genotipagem. Para a realizacdo da genotipagem, foi padronizada a coleta de
fragmento da orelha ou da cauda do animal. O DNA foi extraido por um processo de
lise utilizando solucdo 25mM NaOH/0,2Mm-Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),
por um periodo de 1 hora em incubacéo a 98°C, em agitacdo a 300rpm. Em seguida o
processo de lise foi interrompido pela adicdo de solucdo 40mM Tris-HCI pH 5,5, e as
amostras centrifugadas a 10.000rpm -4°C por 10 minutos (Centrifuge 5430 R -
Eppendorf®). Apds extracdo, as amostras foram preparadas para reacédo de PCR com

MasterMix (ThermoScientific®), primers e 4gua conforme descrito abaixo:

4 grupos
m m
Semanas 8 9-10 14-15 18-20
Peso
Glicemia
Plasma
Urina
Eutanasia (n=6)

Figura 18. Linha do tempo dos 4 grupos de animais BTBR®® e as respectivas coletas de

amostras e medidas. De cada grupo, foram eutanasiados 6 animais para coleta dos rins

Os primers utilizados foram (Sigma-Aldrich®):
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IMR1151  TGTCCAAGATGGACCAGACTC
ACAGGTTCTACCTGGTCTGAG

IMR1152  ACTGGTCTGAGGCAGGGAGCA
TGACCAGACTCCGTCCCTCGT

Posteriormente realizou-se a digestdo com a enzima de restricdo

Ddel (Promega®USA) por 1 hora, a 37°C. DNA-ladder de 50bp (ThermoFisher®) foi
usado como padrdo de peso molecular. A imagem do gel foi obtida através do
fotodocumentador ImageQuant 300® (GE Healthcare Amersham Place-UK). A
genotipagem de cada animal foi determinada pelo tamanho das bandas expressas e
visiveis no gel: bandas de 55bp e 100bp representam o animal mutante (BTBR®”?),
bandas de 55bp, 100bp e 155bp representam o animal heterozigoto e apenas a banda
de 155bp representa o animal BTBR WT (Figura 19).

:mhhhmwhwmmmhmhmh+
- =mea- L U

- .
- - — - e e

Figura 19. Identificacdo dos animais mutantes (m) BTBR*”® por

genotipagem e presenca da banda de 100pb & 55pb (seta vermelha)

2.10 Administracao de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea

Células-tronco mesenquimais da medula 6ssea mTmG (~1,0x10°),
apos rapido descongelamento e breve checagem de viabilidade por azul de tripan
(usamos quando =90%), foram injetadas via intraperitoneal nos camundongos machos
BTBR®”® (n=6). Foram feitas 2 doses de injecdo, com intervalo de 2 semanas entre
elas (nas idades de 8 e 10 semanas). O peso dos animais foi avaliado semanalmente,
enquanto que as coletas de amostras de urina e plasma, juntamente com a medida da
glicemia, foram feitas nas idades de 10, 14 e 18 semanas. A eutanasia foi feita no
periodo de 18-20 semanas de vida do animal (Figura 20).
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1 grupo

Semanas 8 10 (...) 18-20

Eutanasia

Peso
Glicemia
Plasma
Urina

Figura 20. Linha do tempo do grupo de animais BTBR®® que recebeu terapia

com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea mTmG e as respectivas
coletas de amostras e medidas ao longo do tempo. Foram eutanasiados 6 animais
para coleta dos rins

2.11 AvaliacBes funcionais: peso e coleta da urina

Os animais foram pesados duas vezes por semana para
acompanharmos a progressao do ganho de peso. Ja a urina, foi coletada através de
gaiola metabdlica, na qual é feita a separacdo da urina e das fezes em recipientes
distintos. Nessa gaiola, os animais BTBR®”°" foram mantidos — com acesso livre & agua
e a comida — por até 6 horas, enquanto que os animais BTBR WT, por até 24 horas
para a coleta de volume urinario suficiente. Apés o procedimento, os animais foram

hidratados por infuséo de solucéo salina para evitar complicacdes de desidratacao.

2.12 Avaliacao da proteinuria — determinacéo da perda de funcéao glomerular

Quantificagdo de albumina excretada na urina através do método de
ELISA (Mouse Albumin ELISA Kit, Abcam; ab207620), posteriormente corrigida pela
creatinina excretada (fator de diurese), obtida pelo analisador bioquimico automatico
Cobas Mira Plus® (Roche, Suica). Essa correcdo se faz necessaria devido as grandes
diferencas entre os niveis de volume urinados dos animais BTBR® em comparacéo

ao grupo WT.
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2.13 Glicemia basal

Os animais BTBR WT e BTBR foram submetidos ao teste de
glicemia basal ap6s um periodo de jejum de 6 horas. Coletamos uma gota de sangue
da cauda para andlise da concentracdo basal de glicose sanguinea seca no
equipamento Accu-Check Advantage Blood Glucose Monitor® (Roche Diagnostic

Corporation, Indianapolis, IN).

2.14 Avaliacdes morfoldgicas: preparo das laminas

Em seguida a eutanasia, porcdo de tecido renal dos camundongos
foi imediatamente fixada em formalina, a 10%, por pelo menos 24 horas.
Posteriormente, o0s tecidos foram processados em &lcool nas crescentes
concentracfes: 70, 80, 95 e 100% e xilol, sendo por fim imersos em parafina. Ao fim,
foram incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 3-4um em micrétomo

e fixados em laminas de microscopia silanizadas.

2.14.1 Hematoxilina e eosina: histologia renal

Foi realizada coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) para analise
de morfometria. Apds a desparafinizacao, foi iniciado o processo de coloragcédo, em que
as laminas permaneceram por 2 minutos em solucdo de hematoxilina de Harris,
lavadas em agua corrente por 2 minutos e, em seguida, colocadas em solucéo de
eosina por 1 minuto. Depois de corados os cortes foram desidratados e montados em

meio permanente com o uso de resina liquida (Balsamo do Canada).

2.14.2 Acido Periddico de Schiff: expansdo mesangial

A coloragdo com acido periddico de Schiff (PAS — Periodic acid—
Schiff) foi realizada para avaliacdo da expansdo mesangial. Este corante identifica os

glicosaminoglicanos presentes na matriz mesangial com uma coloragdo résea mais
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intensa do que em outras &reas. Para o procedimento de coloragcdo o0s cortes
desparafinizados foram tratados com &cido peridédico por 10 minutos e lavados com
agua corrente durante 1 minuto. Em seguida foram tratados com reagente de Schiff por
7 minutos. Depois de corados, os cortes foram lavados em agua corrente e, em
seguida, contra corados com hematoxilina por 30 segundos. A quantificagdo da

expansao mesangial € feita por software CellSens (Olympus).

2.14.3 Expressao génica: componentes do Programa de Qualidade Mitocondrial

Cada um dos genes do quadro 3 é usado como marcador de
atividade da via molecular referente a um componente do grupo de mecanismos do
Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial. A expressao génica foi avaliada por
PCR quantitativo em tempo real. Em linhas gerais, o procedimento se inicia pelo
isolamento das amostras de tecido renal, seguido de acondicionamento em solucéo
RNALATER (Sigma-Aldrich, Merck, Alemanha) e congelamento a -80°C, evitando
qualquer tipo de degradacdo até o seu uso. Entdo, fazemos a extracdo de RNA e a
purificacdo pelas sucessivas lavagens em colunas do kit RNeasy mini kit (QIAGEN). O
RNA obtido é quantificado no Nanodrop (ThermoFisher) e usado — em concentracao
10ng/pL - para sintese do cDNA através da transcri¢cdo reversa (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems). O cDNA entdo é usado na realizagao
do PCR quantitativo em tempo real (RT qPCR) (TagMan™ Gene Expression Master
Mix, Applied Biosystems; QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System, Applied
Biosystems). Como gene housekeeping para controle enddgeno, usamos beta-
glucuronidase (GUSB, MmO01197698_ml1 - Tagman Endogenous Control -
ThermoFisher).(>

2.14.4 Expresséo proteica de via de apoptose: caspase 3

Avaliacdo da expressao proteica da Caspase-3 total e da Caspase-3
clivada. Para isso, utilizamos anticorpo primario anticaspase 3 (#9662 — Cell Signaling
Technology) e anticaspase 3 clivada (#9661 — Cell Signaling Technology) em analise

imunohistoquimica dos tecidos renais. Para revelacdo, usamos kit DAKO (#GV800)
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com anticorpo secundario HRP-conjugated goat-anti-rabbit antibody + revelacdo por
cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB + substrate buffer). A coloracdo marrom obtida

esta sendo quantificada por software CellSens (Olympus).!'®®

2.14.5 Expressao proteica de marcador podocitario: WT-1 nuclear

A presenca do marcador podocitario WT-1 intranuclear foi avaliada
pela técnica de imunoperoxidase, utilizando o polimero conjugado com peroxidase
REVEAL-HRP® (Spring Biociences). Cortes de tecido renal (4-5 pm de espessura)
previamente fixados em formalina 10% tamponada (formaldeido 3,7-4,0% em tampao
fosfato de sodio 50mM, pH 7,4) e inclusos em parafina foram submetidos a
desparafinizacdo (3 x 9 minutos em xilol, 2 x 5 minutos em etanol absoluto), reidratacéo
(2 x 3 minutos em etanol 96%, 1 x 3 minutos em etanol 70% e 2 x 5 minutos em agua
destilada) e a recuperacdo de antigenos (15 minutos em forno de micro-ondas na
poténcia maxima, em tampao citrato 10mM pH 6,0). Apés resfriarem até a temperatura
ambiente, os tecidos foram incubados sucessivamente com as solugdes para blogueio
da peroxidase enddgena (3% peroxido de hidrogénio, 70% metanol), e de ligacbes
inespecificas (1% Bovine Serum Albumin [BSA]) (30 minutos cada, a temperatura
ambiente). Em seguida, o material foi incubado com o anticorpo policlonal de coelho
anti-WT-1 (sc-192, Santa Cruz Biotecnologies) na concentracdo de 1:50 (camara
Uumida, a 4°C por 12-18 horas). Ao final desse periodo, os tecidos foram lavados para
retirar o anticorpo ndo ligado, e incubados com Reveal® HRP Conjugate (camara
umida, 30 minutos a temperatura ambiente). Para a revelacdo, o tecido foi incubado
com solucéo substrato da peroxidase (0,1% H,0O, em tampéao fosfato pH 7,4) contendo
o0 cromoégeno 3, DAB, por 5 minutos, quando as células positivas apresentaram nucleos
de cor marrom. As laminas foram entdo contra-coradas com hemalumbre de Mayer,
para definir a estrutura tecidual, e montadas com meio permanente Permount (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Para a quantificacdo do WT-1 foram contados os nucleos
positivos de 25 glomérulos/caso, sob o aumento microscopico de 1000X. A média foi

expressa em niimeros de nucleos positivos por glomérulo.®"
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2.15 Rastreamento das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea mTmG:

imagens in vivo e ex vivo

Os animais BTBR®", apés as intervencdes de injecdo de CTMs-
MO e o acompanhamento até 18-20 semanas de vida, foram avaliados in vivo quanto a
evidéncia de células positivas para fluorescéncia tdTomato (excitacdo e emissao
maximas de 554nm e 581nm, respectivamente) em seus tecidos, como forma de
rastrear a manutencao e a localizacédo das células injetadas. Para isso, n0s usamos o
filtro de RFP (excitacdo 545/30 e emissdo 598/55) do equipamento IVIS® Lumina LT
Series Il e os sinais analisados em unidades absolutas (fétons/s). Para investigacdo
mais aprofundada e como contra-prova, foram feitas imagens ex vivo desses mesmos
animais para os o6rgdos: rins, pulmdes, coracdo, pancreas, baco, figado, gordura
ventral. As imagens foram feitas nos seguintes parametros: min2.50e9, max3.65e10,

bining 2, fov 12,5, Fstop= 4 e tempo de exposicéo =0,5s.(1¢?
2.16 Avaliacao dos resultados

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo ou erro
padrdo da média (nesse caso, indicado na figura). A andlise estatistica foi feita,
primeiro, por teste de normalidade Shapiro-Wilk (Normality Tests, GraphPad Prism).
Em seguida, caso haja normalidade na distribuicdo das amostras, foi feita ANOVA
(Analysis Of Variance) one way para analises de uma variavel, seguida de pds-teste de
Tukey ou pos-teste de Brown-Forsythe and Weclh (quando havia muita variabilidade).
Em caso de medidas repetidas ao longo do tempo, foi feita ANOVA two way/teste de
modelo misto (quando havia diferencas no numero de observacfes em medidas
repetidas), sendo feita a correcdo de Geisser Greenhouse’s épsilon para néao
esfericidade quando aplicavel. Nesse caso, para multiplas comparacdes, foi feito o pos-
teste de Holm-Sidak e, quando as diferencas basais apresentavam muita variabilidade,
foi feito o pds-teste de Fisher LSD sem correcdo, para ganhar mais poder estatistico

(caso de alguns dados dos animais BTBR°"

). Em caso de ndo normalidade na
distribuicdo das médias amostrais, usamos teste de Kruskall-Wallis ou teste t multiplo
com corre¢cdo de Holm-Sidak para comparacdes mudltiplas. Avaliagbes foram feitas
usando o software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA), sendo

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

3.1 Caracterizacédo das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea mTmG

Mantivemos as CTMs-MO mTmG em cultura, ap0s passagens
iniciais para purificacdo, a fim de expandir e formar nosso banco de vials congelados
prontos para utilizacdo nos animais. Procuramos, assim, mimetizar o que € feito na
terapia celular em seres humanos. Nessas imagens de microscopia de luz (Figura 21A)
vemos as células em confluéncia em monocamada na placa de cultura, apresentando
aspecto semelhante ao fibroblasto e a aderéncia ao plastico, que séo caracteristicas do
tipo mesenquimal. Ainda, vemos na imagem por microscopia de fluorescéncia (Figura
21B), a expressdo de RFP na membrana das CTMs (o que d& a caracteristica tomato
do “mTomatomG”). Além disso, observamos em cultura a capacidade de
autorenovacdo das células ao longo das passagens, outra evidéncia para
caracterizagdo como CTM.

Aumento de 10x.
Figura 21. Fotomicroscopia de luz (A) e de fluorescéncia RFP+ (B) de células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea mTmG, passagem 8-9, em cultura

Pela avaliacdo de imunofenotipagem, as CTMs-MO mTmG (em
passagem 7-8) cumprem com 0s requisitos para a definicAo como célula-tronco
mesenquimal através da expressdo de marcadores associados a linhagem
mesenquimal (CD 29 e SCAl) e a ndo expressdo de marcadores da linhagem
hematopoiética (CD34 e CD45) e endotelial (CD 31). Esse resultado (Figura 22) indica
a purificacdo do tipo CTM em cultura e o sucesso do protocolo na obtencdo das CTMs

provenientes de MO. Vale ressaltar a diferenca de expressao de alguns marcadores
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entre os tipos de backgrounds genéticos dos camundongos descritos na literatura e a
auséncia de avaliacao do tipo CD-1, que é o camundongo mTmG que usamos para
obtencéo das CTMs-MO.(%®

CD29 - 98,8% CD34 - 0,49% CD44 - 6,02% CD45 - 1,37%

)

., 8563

8544
A- 8108 A

CD90 - 4,18% SCA-1 - 98,2% CD31-0,05% CD105 - 4,97 %

ITC-A. 8220 FITC-A» 150 1 oirc.a. 8155 FITC-As BL1-A BL1As PE-A. 85
1000 0,046

e ———

PE-As

10" 1
BLI-ACBLY-A 0

10
FITC-A

0 2 107 0
FITC-A

Avaliacdo da expressédo dos marcadores de membrana: CD 29, CD 34, CD 44, CD 45, CD 90, SCA-1,
CD 31 e CD 105. Valores em porcentagem indicam a quantidade de células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea positiva.

Figura 22. Imunofenotipagem, por citometria de fluxo, das células-tronco mesenquimais da medula
6ssea em passagem 7-8

Como pré-requisito para caracterizacdo fenotipica e funcional, as
CTMs-MO precisam ser capazes de se diferenciar em diferentes linhagens celulares.
Assim, confirmando a multipoténcia ja descrita na literatura. Através de indug&o in vitro
por condicionamento em meios suplementados, avaliamos a diferenciacdo das CTMs-
MO em 3 tipos: osteogénico (Figura 23A), condrogénico (Figura 23B) e adipogénico
(Figura 23C). As CTMs-MO mTmG foram capazes de se diferenciar nos tipos
mencionados, sendo possivel verificar a presenca de depdésito de célcio (Figura 23A),
depdsitos de matriz hialina (Figura 23B) e depdsitos lipidicos (Figura 23C). Esse

resultado atesta a carateristica de CTM da nossa populacédo de células.



52

() osteogénica, destaque para os depdsitos de calcio (vermelho/marrom); (b) condrogénica,
destaque para matriz de glicosaminoglicanos (azul); (c) adipogénica, destaque para lipideos.
Figura 23. Diferenciag@o das células-tronco mesenquimais da medula éssea apds condicionamento
nos meios indutores

3.2 Efeitos funcionais da hiperglicose e/lou H;O, nas Células Glomerulares

Mesangiais

As CGMs, apés 6 horas de condicionamento nos meios contendo
perdxido de hidrogénio (NG H»O, e HG H,0,), apresentaram alteracbes no carater
morfologico: redugdo do citoplasma associada a perda do formato caracteristico similar
a fibroblasto. J& no condicionamento por 72 horas, houve alteracbes morfologicas,
similares as descritas acima, nos meios: hiperglicose (HG), normoglicose + peroxido de
hidrogénio (NG H»0,) e hiperglicose + peréxido de hidrogénio (HG H,0,). Nesse
cenario, porém, as alteracbes foram em maior escala de gravidade, também afetando
mais células, em comparac¢do com o condicionamento por 6 horas. Importante destacar
o alto nivel de impacto do normoglicose + perdxido de hidrogénio (NG H20,) por si S0,
que é agravado no meio sinérgico de hiperglicose + peroxido de hidrogénio (HG H2O,.
Figura 24).
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d) NG H>0>

T _

Tempos de 6 e 72 horas. As setas indicam &reas sem células, indicando perda por morte e/ou
prejuizo proliferativo, como também altera¢cdes morfolégicas.

Figura 24. Célula glomerular mesangial condicionada em normoglicose (a) hiperglicose (b),
manitol (c) normoglicose H,O, (d) & hiperglicose H,O, (e), respectivamente

Quanto ao numero de células, como medida de proliferagéo, foram
contadas em camara de Newbauer, apos o0s condicionamentos com normoglicose
(NG), hiperglicose e manitol (MN), nos tempos de 24, 48 e 72 horas (Figura 25). As
células vidveis foram selecionadas pelo uso de Azul de Tripan (n=3); p<0,05*. Apenas
o condicionamento com HG, apés 72 horas, resultou em efeitos deletérios na
proliferacdo das CGMs de forma significativa (*p<0,05 + desvio padréo). Com base
nesses resultados, esse foi o tempo escolhido para realizar o condicionamento mais
prolongado em comparacao ao tempo agudo de 6 horas.
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Comparacdo de de CGMs entre diferentes tempos de condicionamento (0, 24, 48 e 72
horas). (B) Comparacéo de células glomerulares mesangiais entre os diferentes
condicionamentos normoglicose, hiperglicose e manitol, apés 72 horas (n=22; média +
desvio padrdo; *p<0,05; ANOVA one-way convencional com mdultiplas comparacdes
corrigidas por teste de Tukey).

Figura 25. Proliferagdo de células glomerulares mesangiais condicionadas em
normoglicose, hiperglicose e manitol

Em relacdo a capacidade de metabolizacdo de substratos, como
medida indireta de viabilidade, ndo houve evidéncia de efeito dos condicionamentos de
6 horas nas CGMs (p>0,05). No entanto, apds 72 horas, as CGMs dos grupos HG, NG
H.O, e HG H,0, tiveram reduzidas suas capacidades de metabolizacdo de substrato

(p<0,05*), em relacéo ao controle NG (Figura 26).
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Comparacdo entre células glomerulares mesangiais nos
condicionamentos  (normoglicose  (NG), manitol (MN),
hiperglicose (HG), normoglicose + H,0, e hiperglicose + H,0,)
apé6s 6 & 72 horas. Densidade O6ptica obtida por
espectrofotometria (n=3; média + desvio padrdo; *p<0,05;
ANOVA two-way, com mdltiplas comparages corrigidas por
teste Holm-Sidak).

Figura 26. Capacidade de metabolizacdo de substratos pelas
células glomerulares mesangiais

Quanto a capacidade migratéria, as CGMs foram acompanhadas

pelo periodo de 14 horas depois da “ferida” na monocamada de células. Apds 6 horas
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de tratamento, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na &rea migrada pelas CGMs
na comparacao entre os grupos experimentais. O mesmo se repetiu no tratamento por
24 horas (Figura 27). Nao foi testado o periodo de 72 horas devido a incapacidade de
adaptacdo do protocolo a velocidade de multiplicacdo das CGMs — que fecham a
“ferida” apos esse periodo — e da dindmica de dano do H,O,, que impede a confluéncia

em monocamada e inviabiliza a avaliago.
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A migracéo foi acompanhada por 14 horas. (n=2; média + desvio padréo; p>0,05;
ANOVA two-way com multiplas comparagdes corrigidas por teste de Tukey).
Figura 27. Area migrada, em um? pelas células glomerulares mesangiais
condicionadas por 6 & 72 horas em cada meio experimental (normoglicose (NG),
manitol (MN), hiperglicose (HG), nhormoglicose + H,O, e hiperglicose + H,0,)

3.3 Acumulo de H;0, especifico na mitocondria das Células Glomerulares
Mesangiais pela hiperglicose e/ou H,0;

O condicionamento por 6 horas com o meio HG H,0O, foi suficiente
para acumular o radical H,O, de maneira expressiva e especifica na mitocondria das
CGMs (*p<0,05). Interessante € notar a diferenca significativa (p<0,05*) entre os
grupos NG H,0;, e HG H,04, 0 que evidencia um efeito prejudicial da sinergia entre HG
e H,0,, Ja apds 72 horas de condicionamento, houve um acumulo expressivo (p<0,05%)
de radical H,O, especifico na mitocondria das CGMs dos grupos HG, NG H,0; e HG
H20,. O efeito sinérgico e deletério de HG H,0,, assim como foi observado em 6 horas,

se manteve e foi ainda mais acentuado em 72 horas (Figura 28).
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Figura 28. Avaliagdo por citometria de fluxo da quantidade (%) de
células glomerulares mesangiais, condicionadas por 6 & 72 horas em
Normoglicose (NG), Hiperglicose (HG), Manitol (MN), Normoglicose H,0,
e Hiperglicose H,0,, com acumulo de H,0, na mitocdndria (FITC+; n=3;
média * desvio padrdo; *p<0,05; ANOVA two-way com multiplas
comparacdes corrigidas por teste de Tukey)

3.4 Aumento da morte celular nas Células Glomerulares Mesangiais pela
hiperglicose e/ou H203

Apoés 6 horas de condicionamento, apenas os meios contendo H,0,;
apresentaram aumento significativo (p<0,05) na marcacgéao (FITC+) por anexina-V, em
comparacao aos grupos NG, HG e MN, indicando um processo inicial de morte celular
em andamento. Ja& para o condicionamento de 72 horas, HG aumentou (p<0,05) a
porcentagem de CGMs marcadas por anexina-V (FITC+), em comparacdo ao controle
NG e MN. Por sua vez, a presenca de HyO,, por si SO, causou aumento expressivo na
porcentagem de CGMs marcadas por anexina-V (FITC+) em comparacdo aos outros
grupos, inclusive sendo maior que o grupo HG H;0,, o qual também foi superior aos
grupos NG, MN e HG (p<0,05; Figura 29).
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Quantidade de células glomerulares mesangiais (% FITC+)
condicionadas por 6 & 72 horas nos meios experimentais Normoglicose
(NG), Manitol (MN), Hiperglicose (HG), NG H,0, e HG H,0, (n=3; média
+ desvio padrdo; *p<0,05; ANOVA two-way com multiplas comparactes
corrigidas por teste de Holm-Sidak).

Figura 29. Avaliagdo de processo de morte celular indicada por
marcacgao positiva para anexina-V (conjugada a FITC)

Apb6s 6 horas de condicionamento, os grupos NG H,0O, e HG H20;
apresentaram aumento (p<0,05) da marcacdo por anexina-V (FITC+) e iodeto de
propideo (PE+) em comparacédo ao grupo NG, indicando maior numero de células em
processo de morte celular (considerando a permeabilizagcdo de membrana; Figura 30).
Jé apos 72 horas de condicionamento, houve aumento significativo da porcentagem de
células marcadas com anexina-V e iodeto de propideo (FITC e PE+; p<0,05), ja em
processo de morte com permeabilizacdo de membrana, no grupo HG, NG H,0; e HG
H.O,. Esse cenario foi mais severo na atuacdo do H,O; por si s6 (NG H,0;; p<0,05) e

mais ainda quando em sinergia com glicose concentrada (HG H,0O,; p<0,05).
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Quantidade de células glomerulares mesangiais (% FITC+ e PE+)
condicionadas por 6 & 72 horas em normoglicose (NG), manitol (MN),
hiperglicose (HG), NG H202 e HG H202 (n=3; média + desvio padrao;
*p<0,05; ANOVA two-way com multiplas comparag¢des corrigidas por
teste de Holm-Sidak).

Figura 30. Morte celular com permeabilizagdo de membrana, em
marcacdo positiva para anexina-V (conjugada a FITC) e iodeto de
propideo

3.5 Alteracéo do potencial de membrana mitocondrial pela hiperglicose e/ou H20;

nas Células Glomerulares Mesangiais

O condicionamento em HG causou aumento significativo (p<0,05) de
marcacao por JC-1 jA em 6 horas, na comparacdo com o grupo NG, indicando maior
polarizacdo da membrana mitocondrial. Esse fato se manteve durante a observacao de
72 horas, para o0 mesmo condicionamento, 0 que sugere a manutencdo ao longo do
tempo da maior demanda mitocondrial, refletida como potencial de membrana elevado
(Figura 31). Importante ressaltar que o manitol, mesmo sendo o controle de
osmolaridade para a hiperglicose, apresentou efeito indutor transitério do potencial de
membrana mitocondrial nas CGMs apds 6 horas de condicionamento. Por sua vez, 0s
grupos com condicionamento contendo H,O, apresentaram valores menores (p<0,05)
em comparacdo aos demais grupos apos 72 horas de condicionamento, denotando
uma queda no potencial em comparagdo intra-grupo com o condicionamento de 6
horas (p<0,05).
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Fluorescéncia PE+ indica mitocdndria polarizada, enquanto FITC+
indica mitocdndria despolarizada. Valores apresentados como % da
razdo entre células glomerulares mesangiais PE+ e FITC+. CGMs
foram condicionadas por 6 & 72 em normoglicose (NG), manitol (MN),
hiperglicose (HG), NG H,0, e HG H,0, (n=3; média + desvio padrao;
*p<0,05; ANOVA two-way com multiplas comparag¢8es corrigidas por
teste de Holm-Sidak).

Figura 31. Polarizagdo da membrana mitocondrial

3.6 Efeitos da hiperglicose e/ou H,O2 na expressdo génica de marcadores do
Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial nas Células Glomerulares

Mesangiais

Em relacdo a expressdo génica dos marcadores de biogénese e
mitofagia, ndo foi possivel evidenciar diferencas significativas (p>0,05) nas avaliacdes
comparativas entre os grupos de CGMs apos 6 horas de condicionamento (Figura 32).
As médias dos valores CT para o controle endégeno GUSB apresentaram coeficiente
de variacdo de 0,96%. Ja na avaliacdo dos marcadores de fusdo e fissdo MFN1 e
MFN2, é possivel evidenciar uma diferenca geral entre os grupos, mas nao é possivel
identificar em qual comparacdo exatamente (analise de multiplas comparacdes). As
médias dos valores CT para o controle endégeno GUSB apresentaram coeficiente de
variacdo de 1,41%. Por sua vez, para os marcadores de motilidade, existe uma
diferenca geral entre os grupos para cada marcador mas nao é possivel identificar em
qual comparacdo especifica. As médias dos valores CT para o controle enddégeno

GUSB apresentaram coeficiente de variacao de 1,16%.



60

== NG
A 3 HG
31 ] 3 MN
@ 56 mm NG H,0,
g mEm HG H,0,
5 1.5 p> 0’05
2 10
w
0.5
0.0
S N RN ~
S S \a o
& S & 4
B
2.0~
m NG
HG
o 1.5 _
2 I i X | MN
] mm NGH,0.
B o s I [ 20,
g 18 o ! 1 Tjf ™= HGH0,
2 g * MFN1 & MFN2
p <0,05
0.0 . T : T
N a9 N (N N
2.0+
mm NG
o 1.5 HG
(=2
§ 1 MN
S 10{m: ‘] - & : L I‘I? == NG H,0,
K=}
S i f mm HGH,0,
) *p<0,05
0.0- - ~ r .
& & N J 61.
{_\oe’e OA“G \““ «

CGMs condicionadas por 6 horas em normoglicose (NG), hiperglicose (HG), manitol (MN),
NG H,0, e HG H,0,. (A) biogénese (PGC-1 & TFAM) e mitofagia (PARKIN & PINK) (n=2;
média + desvio padréo; *p<0,05; ANOVA two-way com multiplas comparacg8es corrigidas
por teste de Holm-Sidak); (B) fusdo (MFN1, MFN2, OPA1) e fissdo (DRP1 & FIS) (n=2;
média + desvio padréo; *p<0,05; teste de Kruskall-Wallis); (C) motilidade (Kinesin, Dynein,
Mirol, Miro2) (n=2; média + desvio padrdo; *p<0,05; ANOVA two-way com multiplas
comparacdes corrigidas por teste de Holm-Sidak).

Figura 32. Expressédo génica (fold change) de marcadores do Programa de Controle de
Qualidade Mitocondrial

Apés 72 horas de condicionamento nas CGMs, houve reducéo
significativa da expressdo génica dos marcadores de mitofagia (PARKIN e PINK) e
biogénese (PGC-1) mitocondriais has CGMs dos grupos HG e dos grupos com a
presenca do H,O2 (NG H,02 e HG H»0,. Figura 33). As médias dos valores CT para o
controle enddégeno GUSB apresentaram coeficiente de variacdo de 1,83%. Quanto a
expressao génica dos marcadores de fusdo (MFN1, MFN2, OPA1l) e fissdo (DRP1,
FIS) mitocondriais, ndo houve evidéncia de diferenca significativa (p>0,05) entre os

grupos de CGMs, ap6s 72 horas de condicionamentos. As médias dos valores CT para
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o controle endégeno GUSB apresentaram coeficiente de variacdo de 1,44%. Em
relagdo a motilidade mitocondrial, ndo houve evidéncia de diferenca significativa entre
0s grupos de CGMs apds 72 horas de condicionamentos. Sera feito novo grupo de
CGMs para o marcador Mirol a fim de diminuir a variabilidade obtida até o momento.
As médias dos valores CT para o controle endégeno GUSB apresentaram coeficiente
de variacéo de 1,98%.
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Células glomerulares mesangiais condicionadas por 72 horas em normoglicose
(NG), hiperglicose (HG), manitol (MN), NG H,0O, e HG H,0,. (A) biogénese (PGC-1
& TFAM) e mitofagia (PARKIN & PINK) (n=2; média + desvio padréo; *p<0,05;
ANOVA two-way com mdltiplas comparacdes corrigidas por teste de Holm-Sidak);
(B) fusdo (MFN1, MFN2, OPA1l) e fissdao (DRP1 & FIS) (n=2; média + desvio
padréo; *p<0,05; ANOVA two-way com multiplas comparagfes corrigidas por teste
de Holm-Sidak); (C) motilidade (Kinesin, Dynein, Mirol, Miro2) (n=2; média * desvio
padréo; *p<0,05; ANOVA two-way com multiplas comparagfes corrigidas por teste
de Holm-Sidak).

Figura 33. Expresséao génica (fold change) de marcadores do Programa de Controle
de Qualidade Mitocondrial
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3.7 Efeito protetor das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea: menos

H2,02 mitocondrial e morte celular nas Células Glomerulares Mesangiais

Apos 6 horas de CGMs nos diferentes meios de condicionamento,
trocamos os meios para NG e adicionamos as CTMs-MO mTmG na proporcdo de 1
CTM: 5 CGM, as quais ficaram em cocultura direta por 24 horas adicionais. Apés a
terapia celular, os grupos HG, NG H,O, e HG H,0, apresentaram reducgéao significativa
na concentracdo de H,O, mitocondrial, ndo havendo mais diferenca entre os grupos
pos-terapia quando comparados entre si (Figura 34).

ApGs 48 horas de CGMs nos meios de condicionamento,
adicionamos as CTMs-MO mTmG na proporcéo de 1:5 (respectivamente) em cocultura
direta, a qual foi acompanhada até completarem 72 horas totais. Apos as 24 horas do
contato entre CGMs e CTMs-MO, ainda ha maior expressdo do marcador de H;O,
mitocondrial nas CGMs dos grupos NG H,0, e HG H,O, em comparacdo aos demais
(p<0,05). Continua sendo o pior cenéario o grupo HG H,0, (Figura 34) No entanto, a
cocultura com CTMs-MO levou a reducado expressiva da marcacdo por FITC em todos
0S grupos, quando comparados sem e com tratamento (p<0,05), deixando de haver

diferenca entre NG e HG.
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Avaliacdo por citometria de fluxo. (n=3; média + desvio padréo;
*p<0,05; ANOVA two-way com mdltiplas compara¢@es corrigidas por
teste de Holm-Sidak).

Figura 34. Quantidade (%) de células glomerulares mesangiais,
condicionadas por 6 (A) & 72 (B) horas em normoglicose (NG),
hiperglicose (HG), manitol (MN), NG H,0, e HG H,0,, com acimulo
de H,0, na mitocdndria (FITC+), apés cocultura com células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea. (*p<0,05 + desvio padrao)

Apés 6 horas de condicionamento nos meios experimentais, nao
houve diferenca entre as CGMs sem e com tratamento de CTMs-MO, quando
comparadas intra-grupo. Entre os grupos, no condicionamento de 6 horas sem
tratamento, houve maior nivel de morte celular no grupo HG H,O, em comparacéo a
NG, MN e HG (p<0,05; Figura 35). No mesmo condicionamento, mas com tratamento,
houve maior marcacdo para os grupos NG H;O, e HG H,O, em comparagdo aos
grupos NG, MN e HG (p<0,05). Por sua vez, no condicionamento de 72 horas, 0
tratamento com CTMs-MO reduziu (p<0,05) expressivamente a porcentagem de CGMs
marcadas com FITC e DAPI nos grupos HG, NG H,0, e HG H,0,, 0 que indica menor
guantidade de morte celular e efeito pré-sobrevivéncia/resisténcia frente ao ambiente

hostil (Figura 35). Entre os grupos, no condicionamento de 72 horas, ainda ha maior
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marcagao para o grupo HG H,O, em comparacao aos grupos NG, MN, HG e NG H,0»
(p<0,05). Apo6s as CTMs-MO, ndo houve mais a diferenca que existia entre 0os grupos
NG/ MN e o grupo HG. No entanto, os grupos NG H,0O, e HG H,0, ainda sdo os piores

cenarios em comparacao ao controle NG.
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Quantidade de células glomerulares mesangiais (%)
condicionadas por 6 (A) & 72 (B) horas em normoglicose (NG),
manitol (MN), hiperglicose (HG), NG H,O, e HG H,0,, apés
cocultura (n=3; média = desvio padrao; *p<0,05; ANOVA two-way
com multiplas comparag8es corrigidas por teste de Holm-Sidak).
Figura 35. Morte celular com permeabilizacdo de membrana, em
marcacao para anexina-V (FITC+) e DAPI (violeta+)

3.8 Efeito das células-tronco mesenquimais da medula 60ssea na expresséo
génica dos marcadores de mitofagia e biogénese das Células Glomerulares

Mesangiais

De acordo com os resultados obtidos nas analises anteriores,
fizemos a avaliagcdo da expressao génica das CGMs apoés cocultura com CTMs-MO
apenas para os marcadores de Biogénese e de Mitofagia, no condicionamento de 72
horas (foram os Unicos que apresentaram diferencas significativas entre os grupos). O
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tratamento com CTMs-MO nas CGMs do condicionamento de 72 horas levou a
aumento na expressdo génica dos marcadores relacionados a mitofagia: PINK1 e
PARKIN (p<0,05) e o marcador TFAM, relacionado a biogénese, no grupo HG (Figura
36). As médias dos valores CT para o controle endégeno GUSB apresentaram

coeficiente de variacéo de 2,96%.
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Figura 36. Expressao génica dos marcadores de mitofagia (Parkin, PINK1) e biogénese
(TFAM, PGC-1) em células glomerulares mesangiais sem e com tratamento células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea (p6s cocultura). (B) Expressao génica de células
glomerulares mesangiais do grupo hiperglicose (HG) sem e com tratamento de células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea (respectivamente). Recorte do gréafico geral,
mostrando o marcador PINK1, Unico que apresentou diferenca nessa avaliagdo. Valores
de expressdo relativos ao grupo controle NG (n=2; média + desvio padrdo; *p<0,05;
ANOVA two-way com pos-teste de Fisher LSD)

3.9 Efeito deletério do microambiente nas células-tronco mesenquimais da

medula 6ssea: aumento da morte celular

A respeito do "Condicionamento por 6 horas", as CTMs-MO do
grupo HG H,O, tiveram maior marcacdo em comparacdo ao grupo controle NG e
também em relacdo ao grupo NG H;O, (p<0,05), indicando morte celular em maior
proporcao pela sinergia dos fatores estressores. Interessantemente, nesse cenario, 0
meio de cultura em que elas estavam era NG, por 24 horas adicionais as 6 horas do
protocolo de condicionamento de CGMs (Figura 37). Ou seja, as CTMs néo tiveram
contato com o meio HG H,O, diretamente. Ja a cerca do "Condicionamento por 72
horas", houve grande expressdo dos marcadores de morte celular nas CTMs-MO dos
grupos NG H;0; e HG H,0; (p<0,05) em comparagdo aos demais grupos do mesmo
timepoint e também em comparacédo intra-grupo, sendo inclusive o grupo HG H;0O,
diferente do grupo NG H,0,. Nesse caso, evidencia-se o efeito de 24 horas dos

condicionamentos/ambiente em estresse nas CTMs.
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Quantidade de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (%) apés
cocultura com células glomerulares mesangiais condicionadas por 6 & 72
horas em normoglicose (NG), manitol (MN), hiperglicose (HG), NG H,0,
e HG H,0, (*p<0,05 + desvio padrdo). Comparagdo entre
"Condicionamento por 6 horas" e "Condicionamento por 72 horas". (n=2;
média * desvio padrdo; *p<0,05; ANOVA two-way com mudltiplas
comparacdes corrigidas por teste de Holm-Sidak).

Figura 37. Morte celular com permeabilizacdo de membrana, marcagéo
para anexina-V (FITC+) e DAPI (violeta+)

3.10 Resumo dos resultados in vitro (em relacédo ao controle normoglicose)

De forma a reunir os principais achados, montamos um quadro
resumo (Quadro 4). Assim, pudemos verificar efeitos deletérios importantes da
hiperglicose e/ou H,0, nas CGMs e, por sua vez, os efeitos protetores das CTMs-MO

apos a cocultura.

Quadro 4. Efeito aumentativo (+), e escala de gravidade com repeticbes do simbolo (+++); efeito
depressor (-), considerando a mesma logica de indice de gravidade e efeito nulo (0). As
comparacdes foram feitas com o controle NG, dentro de cada timepoint

HG NG H,0, HG H,0,
MORFOLOGIA ALTERADA
6 horas 0 0 0
72 horas et + + + db db db db
MIGRACAO
6 horas 0 0 0
72 horas 0 0 0
METABOLISMO
6 horas 0 - -
72 horas 5 e -
MORTE
6 horas 0 0 +
+ Cocultura* 0 0 0
CTMs-MO mTmG 0 0 +
72 horas + ++ + + 4+ +
+ Cocultura* - -- -
CTMs-MO mTmG 0 + + ++ +

continua...
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...continuacao

POTENCIAL MITOCONDRIAL

6 horas 0 0 0
72 horas + 0 0
EXPRESSAO GENICA
6 horas 0 0 0
72 horas - (B&M) - (B&M) - (B&M)
+ PINK1
+ Cocultura* + PARKIN 0 0
+ TFAM
H,0, MITOCONDRIAL
6 horas 0 0 +
+ Cocultura* - - - -
72 horas + + + + ++++ +

+ Cocultura* - .- .-
(B&M) = biogénese e mitofagia. (*) = comparagdes intra-grupo.

3.11 Rastreio das células-tronco mesenquimais da medula Ossea apés

administracao intraperitoneal nos camundongos BTBR®"°P

Através das imagens ex vivo, pelo fotodocumentador IVIS®
Lumina, temos uma evidéncia da migracdo das CTMs-MO injetadas por via sistémica
(intraperitoneal), e a sua chegada e manutencdo nos rins (Figura 38C-F) por, pelo
menos, 8 semanas (considerando a ultima injecdo com 10 semanas de vida e a

eutanasia com 18 semanas).

Epi-flucrescence]

(A) controle positivo: animal BTBR-mTmG com expressdo constitutiva
RFP+ na membrana celular. (B) controle negativo: animal BTBR*® de
8 semanas de idade sem administracdo de células-tronco
mesenquimais da medula dssea. (C-F) animais BTBR®® de 20
semanas de idade que receberam células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea via intraperitoneal, nos tempos 8 e 10 semanas de vida.
Figura 38. Avaliacéo ex vivo de fluorescéncia em rins apds a eutanasia
do animal
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3.12 Efeitos das Células-Tronco Mesenquimais da Medula Ossea no ganho de

peso, glicemia e proteintria dos camundongos BTBR®"P

Os animais BTBR®®® apresentaram peso mais elevado desde o
inicio do protocolo, em comparacdo aos animais controle (WT) e essa diferenca se
manteve até o fim do acompanhamento (p<0,05; Figura 39). Adicionalmente, o
tratamento com CTMs-MO né&o causou alteragcdo no ganho de peso que pudesse ser

medida de forma significativa (p>0,05), em relacéo ao grupo BTBR®”°".
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n=6. *p<0,05. Média * desvio padrdo; Modelo de efeito misto com
pés-teste de Fisher LSD para multiplas comparagdes.

Figura 39. Medidas do peso (g) dos animais BTBR WT, BTBR®”®
e BTBR®® + CTMs-MO entre 8 e 19 semanas de vida

Quanto a glicemia, os animais BTBR”°® apresentaram hiperglicemia
capilar basal expressivamente mais elevada (p<0,05) do que os niveis de glicose
sanguinea dos animais controle BTBR WT, ao longo de todo o acompanhamento
(Figura 40). O mesmo vale para os animais BTBR®”® + CTMs-MO, n&o havendo
evidéncia de efeito da terapia celular no controle ou reducdo da glicemia dos animais

diabéticos.
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pés-teste de Fisher LSD para multiplas comparacdes.

Figura 40. Glicemia capilar basal (mg/dL) dos animais BTBR WT,
BTBR* e BTBR®® + CTMs-MO com 10, 14 e 20 semanas de
vida

Em todas as observacgdes ao longo do tempo (10, 14 e 20 semanas),
a ACR dos animais BTBR®”° controle foi maior (p<0,05) em comparacéo a ACR dos
animais BTBR WT, que vai ao encontro da fisiopatologia da DRD desse modelo (Figura
41). Interessantemente, apesar do alto desvio padrdao que impede a significancia
estatistica, vemos que os animais BTBR®® + CTM, em média, tiveram ACR em niveis
mais baixos do que os animais BTBR°”®® controle na idade de 10 semanas. No
entanto, a diferenca significativa entre BTBR®”°® controles e BTBR®?**+ CTMs ocorre
na idade de 14 semanas, com maior separacdo da curva. Com 20 semanas de idade,
os animais BTBR®® controle apresentam reduzida ACR em relacdo aos BTBR®”°°
controle de 14-15 e 8-10 semanas de idade, igualando-se aos animais BTBR®® +

CTMs mas ainda se mantendo elevada (p<0,05) em relagdo aos BTBR WT.
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Figura 41. Albumindria corrigida por creatinina (ug/mg) dos animais BTBR
WT e BTBR® de 10, 14 e 20 semanas de idade e dos animais BTBR*”"
de 20 semanas de idade que receberam terapia com células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea

3.13 Efeito das células-tronco mesenquimais na expansdo mesangial dos animais
BTBROb/Ob

Pela avaliacdo dos cortes histolégicos renais temos uma clara
evidéncia visual de maior expansdo mesangial nos animais BTBR°”®® desde 10
semanas até 20 semanas de idade, em comparacao aos animais BTBR WT de
mesmas idades (setas azuis na figura 42). Por sua vez, o tratamento com as CTMs
apresentou evidéncias de efeito na reducdo/desaceleracdo da expansao mesangial de
forma heterogénea visualmente, sendo escolhido como representativo o animal que
apresentou intensidade mediana entre os resultados encontrados. Pela quantificacao,
obtivemos uma reducdo moderada em comparacdo aos animais BTBR de 20
semanas sem tratamento. E interessante notar que os animais BTBR®° tratados com
CTMs ja ndo apresentam diferenca significativa em comparacéo aos animais BTBR WT

de 20 semanas.
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As setas azuis indicam intenso depdésito de matriz. Fotos em aumento de 60x. n24. *p<0,05;
média = desvio padrdo da média; ANOVA one-way com poés-teste de Fisher LSD para
multiplas comparagoes.

Figura 42. (A) Deposigéo de matriz mesangial nos animais BTBR WT e BTBR de idades
10, 14 e 20 semanas e BTBR®®+CTMs de 20 semanas, corados com PAS. B)
Quantificacdo da deposicdo de matriz mesangial extracelular em porcentagem (%) de
pixels/area da coloragcdo PAS glomerular

ob/ob
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3.14 Modulacao da expressao génica dos marcadores do Programa de Controle
de Qualidade Mitocondrial pelas células-tronco mesenquimais da medula 6ssea

no cértex renal dos animais BTBR®°P

A expressao génica dos marcadores de biogénese e mitofagia esta
aumentada, de forma significativa (p<0,05), nos animais BTBR®”® ja a partir de 10
semanas de vida, em comparacdo aos animais controle BTBR WT de mesma idade.
Essa diferenca se mantém nos animais BTBR®”°° de 14 semanas (p<0,05). No entanto,
os animais BTBR® de 20 semanas tem a expresséo igualada aos animais WT de

Rob/ob

mesma idade. Finalmente, o grupo BTB tratado com CTMs-MO apresentou

aumento expressivo (p<0,05) em todos os marcadores, superando 0s niveis

encontrados nos animais BTBR”°°

(Figura 43-A). As médias dos valores CT para o
controle endogeno GUSB apresentaram coeficiente de variacao de 2,18%.

A expressdo génica dos marcadores Mfn2 e Opal estd aumentada
(p<0,05) nos animais BTBR®”°® de 10 e 14 semanas, em relacéo aos controles (WT) de
mesma idade. JA os marcadores Mfnl e Drpl, apresentaram aumento significativo
(p<0,05) apenas nos animais BTBR®® de 14 semanas. Seguindo o mesmo padréo
visto nos marcadores de biogénese e mitofagia (Figura 43-B), os animais BTBR”*® de
20 tem expressao igualada ao controle WT de mesma idade, apresentando queda em

relacdo aos BTBR®P

mais jovens. O tratamento com CTMs-MO induziu aumento da
expressdo para os marcadores: Mfnl (BTBR%®® 10, 14 e 20 semanas), Mfn2
(BTBR®® 10 e 14 semanas), Opa (BTBR®” 10, 14 e 20 semanas), Drpl (BTBR”°®
10, 14 e 20 semanas) e Fis (BTBR®”® 10 e 20 semanas). As médias dos valores CT
para o controle enddgeno GUSB apresentaram coeficiente de variacdo de 1,65%.

A expressédo génica dos marcadores de motilidade (com excecéo de
Miro2 — BTBR® 10 semanas) est4 aumentada, de forma significativa (p<0,05), nos

Rob/ob

animais BTB ja a partir de 10 semanas de vida em comparagdo aos animais

controle (BTBR WT) de mesma idade. Esse aumento também é visto, agora para todos

os marcadores, nos grupos de animais BTBR®"

com 14 semanas. O mesmo padréao
de igualdade, em comparacdo aos animais WT (Figura 43-C), se repete para 0s
marcadores de motilidade dos animais BTBR®”® 20 semanas. O tratamento com
CTMs-MO também induziu aumento na expressao génica dos marcadores: Kinesin

(BTBR® 10, 14 e 20 semanas), Dynein (BTBR® 10, 14 e 20 semanas), Miro2
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(BTBR° 10 e 20 semanas) e Mirol (BTBR® 10, 14 e 20 semanas). As médias dos
valores CT para o controle endégeno GUSB apresentaram coeficiente de variacdo de

2,88%.
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# BTBR WT
. X BTBR®?°? 8-10 semanas
'I BTBR®?° 14-15 semanas

BTBR??/°? 18-20 semanas
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e
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C mm BTBRWT
= BTBR°’°P 8-10 semanas

BTBR®?°? 14-15 semanas

BTBR?”°? 18-20 semanas

BTBR”°? 18-20 semanas
+ CTMs

* p<0,05 vs. BTBR WT
n=6

# p<0,05 vs. BTBR®?°P
n=6

Fold Change

Fold change

(A) biogénese (TFAM & PGC-1) e mitofagia (PARKIN & PINK1) (n=6. *p<0,05; média + desvio padrao;
ANOVA two-way com pos-teste de Tukey para miltiplas comparag@es).; (B) fusdo (MFN1, MFN2 &
OPALl); e fissdo (DRP1 & FIS1) (n=6. *p<0,05; média + desvio padrdo; ANOVA two-way com pds-teste
de Tukey para mdltiplas comparacdes).; (C) matilidade (MIRO1, MIRO2, KINESIN, DYNEIN) (n=6.
*p<0,05; média + desvio padrao; Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para multiplas comparacdes).
Figura 43. Expressdo génica (fold chan%e) de marcadores do Programa de Controle de Qualidade
Mitocondrial no cértex renal dos BTBR® controle (8-10, 14-15, 18-20 semanas) e BTBR*®+CTMs-
MO, relativos ao BTBR WT (8-10, 14-15 e 18-20 semanas de idade)
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3.15 Efeito das célulastronco mesenquimais da medula éssea na ativacdo da
caspase 3 total e na taxa de poddcitos/glomérulo nos rins dos animais BTBR®*°°

A respeito da ativagdo das vias de morte celular dependentes de
caspase-3 total, avaliamos a expresséao proteica nos rins dos animais BTBR WT (10, 14
e 20 semanas de vida), BTBR®® (8-10, 14 e 20 semanas de vida), e BTBR® +
CTMs (20 semanas de vida). Estatisticamente, ndo existe diferenca entre 0s grupos.
No entanto, é visualmente menos expressa, em média, nos animais que receberam
tratamento de CTMs, de forma que se assemelham aos animais BTBR”® de 14

semanas (Figura 44).

A | BTBR®*°® 10 semanas | ' Al BTBR°*/°* 14 semanas |
v
BTBR°Y/°0 20 semanas BTBR*/°? 20 semanas + CTMs
- v
v
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Eg :
% 2 4 T p=0,08
8 x
an |
[ 2 l‘ v
A
© 0._#_&' r 1
Idade (semanas) 10 14 20 CTMs (20)
BTBROb/Ob

(A) Imagens representativas dos grupos BTBR®”® 8-10, 14, 20 semanas e CTMs.
Aumento de 20x. (B) Quantificac@o da expresséao proteica de caspase 3-total. Valores
em porcentagem de pixels/area (pigmento da reacdo positiva), em imagens
representativas para cada grupo. (n23. *p<0,05; média + desvio padrao; ANOVA
Brown-Forsythe & Welch, com teste t ndo pareado para multiplas comparacgdes).
Figura 44. Avaliacdo da expressao renal de caspase-3 por imunohistoquimica nos
BTBRob/ob de 8-10, 14 e 20 semanas e BTBR* +CTMs de 20 semanas
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Quanto a presenca numérica de  podocitos  (WT1"
intranuclear)/glomérulo, temos evidéncia de uma reducdo significativa nos animais
BTBR® de todas as idades, em relacdo aos animais controle BTBR WT (Figura 45-
A). Nesse cenario, nao foi possivel observar diferencas significativas entre os animais
BTBR®+CTMs e os animais BTBR®”° sem terapia e BTBR*”°*+CTMs versus BTBR
WT. Dessa forma, ndo podemos afirmar diretamente, e por comprovacao estatistica,
gue houve preservacdo ou recuperacdo do numero de poddcitos pelas CTMs (Figura
45-B). No entanto, € possivel observar uma auséncia de diferenca significativa entre os

animais BTBR®”°°

+CTMs e o grupo BTBR WT, o que mostra uma maior similaridade
entre 0os grupos e pode indicar a preservagao almejada. Devido a distribuicdo néo-
normal dos dados, foi feita a analise por teste t multiplo entre os grupos BTBR WT-

BTBR®® BTBR WT- BTBR**+CTMs & BTBR®"°"- BTBR°"°°+CTMs.
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Marcacéo de WT1 intranuclear por imunohistoquimica. (A) Imagens representativas do resultado
da reacdo para cada grupo: BTBR WT, BTBR®”® e BTBR**+CTMs nas diferentes idades. (B)
quantificacdo do nimero de podécitos/glomérulo em cada animal BTBR avaliado (n=6; Teste T
multiplo com pés-teste de Holm-Sidak; *p<0,05).

Figura 45. Avaliacdo do nimero de poddcitos/glomérulo nos BTBR WT (10, 14 e 20 semanas),
BTBR®" (8-10, 14 e 20 semanas) & BTBR® +CTMs de 20 semanas

3.16 Resumo dos resultados in vivo

Agrupando os resultados obtidos nos animais BTBR®”°®, pudemos
verificar efeitos significantes das CTMs-MO a cerca de preservacdo funcional e
tecidual, além da importante modulagcédo génica dos marcadores mitocondriais (Quadro
5).
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Quadro 5. Efeito aumentativo (+), indicando escala de gravidade com as repeticdes do simbolo;
efeito depressor / negativo (-), considerando a mesma légica de indice de gravidade e efeito nulo
(0). “X” para auséncia de dado sobre o grupo de animais em questdo. @: versus BTBR WT de

mesma idade; #: versus BTBR

ob/o

® controle (sem CTMs)

Semanas de

) 8-10 14-15 18-20
vida
PESO

BTBR®"® ++@ +++@ ++++@

+ CTMs-MO o* o* o*
GLICEMIA

BTBROY°P +++@ ++++@ ++++@

+ CTMs-MO o* o* 0*
EXPRESSAO GENICA

BTBROb/ob _ @ _ @ _ @

+ CTMs-MO X" x* e
EXPANSAO MESANGIAL

BTBROD/OD _ @ L @ . @

+ CTMs-MO X" x" +
PROTEINURIA

BTBRY°P ++@ +++@ +@

+ CTMs-MO 0" oot 0"
CASPASE 3 (versus BTBR®”*8-10 semanas)

BTBR®" 0@ 0@ ++©@

+ CTMs-MO x* x* -7
NUMERO DE PODOCITOS

BTBROD/OD O@ _@ _@

+ CTMs-MO x* x* 0*
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4 DISCUSSAO

Frente ao cenario epidemiolégico mundial do DM e da DRD, a
grande questdo em aberto €: mesmo fazendo uso dos tratamentos classicos, o que faz
algumas pessoas serem suscetiveis a progressdo da doenca? Apesar da terapia
farmacoldgica (metformina, glifozinas, glitazonas) e mudancas no estilo de vida
(reducdolinterrupcdo do tabagismo, pratica de exercicios fisicos, perda de peso,
reeducacdo nutricional), uma alta porcentagem (30-40%) das pessoas com DM
desenvolve complicacdes que levam a DRD.®” Analisando os nldmeros e
consequéncias desse quadro de saude publica, fica clara a necessidade de elucidar
melhor os mecanismos por tras da progressédo da DRD e do DM. Com foco nos rins, as
medicacfes mais utilizadas sdo os bloqueadores do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, que diminuem a pressao arterial sistémica e a proteindria, reduzindo a
progressdo da DRD. Como mecanismo de acgéo, esses farmacos bloqueiam a via de
acao da angiotensina Il pelo receptor tipo 1 — angiotensin type 1 receptor (AT1R), que &
a via responsavel pelos efeitos deletérios renais da ativacdo do SRAA. No entanto,
existe uma segunda forma de atuacdo da angiotensina Il, que é via receptor tipo 2 -
angiotensin type 2 receptor (AT2R), com efeitos protetores da funcao renal nos tubulos
proximais frente a fase inicial da DRD. Dentre 0os mecanismos ativados pelo AT2R,
estdo: preservacdo da bioenergética mitocondrial, diminuicdo da producdo de EROs
mitocondriais, inibicdo do aumento da proliferacdo celular e o impedimento da
reprogramacdo metabdlica.('®® Interessantemente, ocorre a producéo intracelular de
angiotensina’® e foi documentada a presenca de receptor de alta-afinidade AT2R,
além de AT1R, na mitocéndria das células epiteliais do tbulo proximal."®® Além disso,
existe evidéncia de que a angiotensina 1-7 gerada na propria mitocondria, pela
conversdo de angiotensina Il via enzima conversora ACE2, pode atuar via AT2R
mitocondrial.('®*'%® Esse mecanismo de atuacgdo intracelular e mitocondrial da
angiotensina, e seus derivados, ainda é pouco conhecido, podendo influenciar
grandemente no metabolismo das células renais, principalmente as tubulares, e
participar do quadro oxidativo da DRD. Recentemente, promissoras drogas inibidoras
da reabsorcdo da glicose pelo cotransportador SGLT2 (glifozinas) tém mostrado
importantes resultados na pratica clinica de forma tdo importante que mudaram a

histria da evolucdo da DRD para melhor,“? apresentando efeitos importantes também
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contra as complicacdes cardiovasculares.'® Ambas as abordagens farmacoldgicas
séo associadas junto com as diretrizes classicas de mudancga de estilo de vida.

E de responsabilidade ética e profissional investir em estudos que
complementem o conhecimento adquirido para que possamos associar terapias e obter
o melhor éxito no bloqueio ou retardamento da progresséo da DRD. A terapia celular
visa suprir a demanda dessa lacuna nos efeitos terapéuticos de tudo o que ja vem
sendo usado na pratica clinica até entdo, sendo uma promissora ferramenta na
reparacao e até mesmo regeneracao tecidual. Ainda existem problemas metodologicos
que impedem a associacdo de resultados de uma forma mais construtiva, seja por
deficiéncia de modelos adequados — como a escassez de estudos com modelo pré-
clinicos adequados de DM tipo 2 — ou por um desenho experimental que complemente
e seja comparavel ao que vem sendo feito em outros centros de pesquisa. Além dos
estudos preé-clinicos, é imperioso destacar a necessidade de estudos em humanos,
tanto para compreensédo da fisiopatologia mecanistica da doenca, como também para
teste adequado da terapia celular, algo que ainda é escasso no Brasil. Segundo o
portal ClinicalTrials.gov, existem quatro resultados para a busca de ensaios clinicos
com as palavras-chaves: Diabetes, Stem cells e Brazil. Todos que aparecerem sao
para DM tipo 1 e apenas um deles esta com status “completo”. A agéncia reguladora
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) lancou somente em 2018 o
documento “Resolucao da Diretoria Colegiada” sobre as Boas Praticas de Manufatura
de células humanas para uso terapéutico e pesquisa clinica®.

Analisando o conjunto de resultados obtidos nos experimentos in
vitro, vemos que existe diferenca entre os efeitos de interven¢des de curta duracao,
que mimetizam cenarios de distirbios agudos, e os efeitos de intervengcdes mais
prolongadas no tempo (72 horas), visando ilustrar cenarios de distlrbios sub-crénicos e
cronicos. Também é notavel o efeito deletério da hiperglicose, evidenciado em alguns
ensaios, mas interessantemente nao tdo evidente em outros. Além da hiperglicose,
EROs acumuladas, no nosso caso sendo testado o H,O, (devido a sua caracteristica
de permeabilidade a membrana mitocondrial), tiveram efeito ainda pior. O pior cenario
avaliado na grande maioria dos ensaios é a sinergia de hiperglicose e H,O, ap0s 72

horas de interacdo com as CGMs.

* Brasil. Ministério da Satde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Aprovada regra para células
humanas em uso terapéutico [Internet]. Brasilia (DF): Ministério da Saude; 2018 [citado 2019 nov 19].
Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/noticias/-/asset_publisher/FXrpx9qY7FbU/content/aprovada-
regra-para-celulas-humanas-em-uso-terapeutico/219201


https://www.clinicaltrials.gov/
http://portal.anvisa.gov.br/noticias/-/asset_publisher/FXrpx9qY7FbU/content/aprovada-regra-para-celulas-humanas-em-uso-terapeutico/219201
http://portal.anvisa.gov.br/noticias/-/asset_publisher/FXrpx9qY7FbU/content/aprovada-regra-para-celulas-humanas-em-uso-terapeutico/219201
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Esse quadro pode estar muito bem relacionado a realidade de
pessoas acometidas com DM e complicacdes renais da DRD, ja que a grande maioria
sofre do DM tipo 2 (crbnico) e muitos ainda de forma silenciosa, sem o diagnostico
necessario para iniciar qualquer terapia de controle glicémico. Nesses tipos de caso,
ocorre entdo o acumulo exacerbado e persistente de EROs devido a manutencéo de
galopantes niveis de hiperglicose.

Ja na avaliacdo morfologica das CGMs em cultura, por imagem de
microscopia, € visivel a potencializacdo dos efeitos deletérios do meio de cultura com
hiperglicose contendo H,O, apds 72 horas (Figura 24E). E interessante notar que a
hiperglicose por si possui efeitos diferentes de acordo ao tempo de avaliagdo e ao
marcador que esta sendo avaliado, o que algumas vezes pode ser controverso. Por
exemplo, na analise de proliferacdo por contagem diaria do nimero de CGMs ao longo
de trés dias, vimos que a hiperglicose induz um aumento de proliferagdo celular nas
primeiras horas de cultura, como uma consequéncia da tentativa celular de lidar com o
excesso nutricional imposto pelo ambiente. No entanto, quando continuamos
observando o comportamento da populacdo de CGMs, vimos ocorrer uma clara
alteracdo desse padrao, principalmente a partir das 48 horas em diante, sendo nitida a
distincdo das curvas de proliferacdo (Figura 25) com queda na contagem de células no
grupo em hiperglicose. Essa evidéncia condiz com o resultado obtido na avaliacdo do
potencial de membrana mitocondrial (Figura 31), no qual observamos o aumento de
marcacao nas CGMs sob hiperglicose ja em 6 horas de tratamento, o que deve estar
associado ao aumento inicial de proliferagéo celular mesangial, que é um dos primeiros
marcadores das alteracdes renais em pacientes. O aumento observado no grupo MN
de 6 horas pode ser explicado pelo estresse hiperosmaético, que mimetiza o nivel de
hiperosmolaridade do grupo HG.(®” No entanto, o ponto mais importante desse ensaio
€ a manutencéo do elevado potencial de membrana para o grupo HG na avaliacéo de
72 horas. A alta concentracdo de glicose leva ao aumento de atividade do ciclo do
acido citrico na matriz mitocondrial, produzindo maior quantidade de NADH e FADH,. O
potencial de membrana estd intrinsicamente ligado as transformacfes redox
associadas a atividade do ciclo do acido citrico, que por sua vez sera utilizado pela
ATP-sintase na sintese de ATP. O problema esta no papel redutor desses substratos,
gue em excesso levam a sobrecarga de demanda da CTE e, subsequentemente, a
maior vazamento de elétrons formando o superéxido.'®® As células tendem a manter

um padrdo estavel de potencial de membrana e de ATP intracelular em
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homeostase.'®® Frente & demanda ambiental, alteracdes adaptativas acontecem e, se
transientes, nada tem de efeitos deletérios. O mal estd na manutencdo da alta
demanda e elevacdo do potencial de membrana mitocondrial, que leva a
consequéncias patolégicas.'’® Em nosso experimento fica evidenciado um momento
prévio a essa transicdo de superexcitacdo para declinio de potencial de membrana
mitocondrial, no grupo HG de 72 horas (Figura 31).

A HG, em 72 horas, afeta negativamente a capacidade de
metabolizacdo de substrato MTT pelas CGMs, em comparacao ao controle NG (Figura
26). Esse quadro fica ainda pior em relacdo as CGMs condicionadas em meio contendo
H.O,. Esse resultado avalia uma habilidade inerente a homeostase energética
saudavel, corroborando o achado do teste de proliferacdo celular (Figura 25) em
relacdo aos efeitos deletérios da HG e do H,O, em 72 horas de condicionamento.
Esses achados também se relacionam com o dado de potencial de membrana
mencionado acima, ja que a elevacdo persistente da acdo mitocondrial esta
relacionada a disfuncdo (Figura 31). Ao longo da progressdo da DRD, as CGMs
passam de um estado de hiperativacdo com alta proliferacdo para um estado de
parada de ciclo celular e hipertrofia. O nosso resultado condiz mais com o cenario
tardio da fisiopatologia, enquanto que o mesmo teste de MTT com uma linhagem de
CGMs humanas (HMCs) mostrou aumento (de ~2 vezes) na resposta das células
frente & hiperglicose em comparacdo ao controle.""” Em contrapartida, mais
condizente com nossos achados, outro estudo mostrou que a exposi¢cao de células
humanas do tdbulo proximal aos AGEs (um dos resultados da HG persistente) leva a
prejuizos funcionais com queda nos niveis de MTT.("?

Como marcador da consequéncia ultima do distdrbio hiperglicémico,
avaliamos os niveis de morte celular em cada grupo de CGMs. Assim, obtivemos
evidéncias de que a morte celular € aumentada nos meios de hiperglicose e nos meios
contendo H»O, (HG, NG H;O, e HG H»0,), sendo muito mais agravado quando na
presenca direta do radical peroxido de hidrogénio. Esse efeito deletério evidenciado
nos niveis de morte acontece de maneira tempo-dependente, como consequéncia final
da falha energética nas CGMs (Figura 30) e excesso de EROs sendo produzidas leva a
danos mitocondriais que podem superar a capacidade de reciclagem via mitofagia,
iniciando a sinalizacdo de morte celular.'’? A relagéo de morte celular com o estresse
oxidativo € tema bem evidenciado na literatura, rendendo revisdes e detalhamento de

vias possivelmente responsaveis pelas alteracbes em cadeia de forma tempo-
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dependente. Nao sé a apoptose, mas outros tipos de morte celular como a necroptose
e a necrose sdo associadas a hiperglicose.'™ As evidéncias indicam a via
DAG(diacilglicerol)-PKC (proteina quinase C)-NADPH oxidase, ativada pela HG, como
uma das principais fontes de estimulo a producdo de EROs e de inducao a inflamacéo
cronica de baixo grau, caracteristica nas complicacdes do DM.®® Existem opcdes de
modulacdo dessas vias, como a propria metformina e seus efeitos bloqueadores da via
NADPH-oxidase, levando & inibicdo do estresse oxidativo.'"

Como forma de rastrear o agressor molecular presente na estrutura
mitocondrial avaliada indireta ou diretamente, testamos a concentracdo de H,O, de
forma especifica nessa organela. Os resultados mostram que ha um acumulo desse
radical na mitocéndria das CGMs no grupo HG H;O, ja na avaliacdo de
condicionamento por 6 horas, sendo nesse cenario 0 Unico grupo que apresentou
diferencga estatisticamente significante em relagdo aos demais (Figura 28). Ja em 72
horas, vemos novamente o agravamento tempo-dependente das alteragbes nas CGMS
condicionadas com HG H,0,, sendo o pior cenario dentre as comparacbes. E
importante notar a atuacao solitaria da HG como causadora de acumulo de H,O» por si
s, reforcando o entendimento do mecanismo de desestabilizacdo da CTE e acumulo
de EROs frente ao excesso de suprimento metabdlico. O superéxido produzido pela
CTE, através da reacdo entre o oxigénio molecular e os elétrons provenientes de
vazamento dos complexos mitocondriais | e lll, principalmente, é convertido em H20,
pela superéxido desmutase-2. Em seguida, esse H,O, é neutralizado em agua pela
enzima catalase e glutationa peroxidase.''”® Notavelmente, apés a terapia celular
através da cocultura, houve uma queda em todos os niveis de H,O, nas CGMs dos
grupos de 72 horas de intervencao, evidenciando o efeito antioxidante das CTMs de
forma insulto-dependente (Figura 34) ja que foi maior a reducao relativa aos grupos de
maior marcacado de acumulo inicialmente (cenarios mais graves). Esse resultado, além
de evidenciar a conhecida capacidade das CTMs em agirem diminuindo os fatores em
excesso, relacionados ao estresse oxidativo,'’” ilustra a dinamica de atuacdo das
CTMs em resposta aos diferentes ambientes. Em cenarios de dano sédo ativadas e
passam a intensificar sua atuacao reparadora e regenerativa, havendo evidéncias de
aumento na secrecéo de fatores paracrinos.'’8179)

Através dos ensaios de PCR quantitativo em tempo real, foi possivel
identificar a atuacdo supressora da HG e do peréxido de hidrogénio (NG H,0, & HG

H20.), na expressao génica de alvos moleculares marcadores da mitofagia (PARKIN e
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PINK1) e da biogénese (PGC-1); (Figura 33). Esse resultado nos leva a um
aprofundamento nas vias moleculares dessas componentes do Programa de Controle
de Qualidade Mitocondrial, que sé@o processos intrinsecos do programa de qualidade e
permitem a adaptacdo para homeostase energética frente as alteragcdes nutricionais
elou estressoras do ambiente."”® A mitofagia é essencial na eliminacéo de fragmentos
mitocondriais j& em disfuncdo, permitindo a reciclagem dos seus pequenos
componentes constitutivos, que por sua vez alimentardo a formacao de novas porcdes
desse coletivo de organelas mitocondriais. E notavel que somente a HG ja tenha a
capacidade de causar uma redugédo na expressao génica em 72 horas de intervencao,
mesmo na auséncia do H,O,. As CGMs, frente a HG, sofrem alteracdes de estresse
qgue as levam a parada do ciclo celular e a hipertrofia com excesso de producdo de
matriz extracelular.“? Por fim, as CGMs acabam por entrar em exaustdo e sofrem com
via apoptética de morte celular.('®® Agentes antioxidantes especificos para mitocondria
(SS-31) atuam de maneira protetora em CGMs contra os danos da hiperglicose,
inibindo vias de dano.(®” A terapia com CTMs-MO, através da cocultura, foi capaz de
recuperar a expressdo génica dos marcadores de mitofagia PINK1 e PARKIN, e do
marcador de biogénese TFAM, em comparacdo ao mesmo grupo sem tratamento com
CTMs (Figura 36). PINK1 e PARKIN séo responsaveis pela sinalizacdo de mitocondria
qgue perdeu o potencial de membrana e j4 esta em disfuncdo, sendo marcada para
degradacdo via lisossomo (mitofagia). Essa modulacdo da mitofagia € importante para
remocao dos debris mitocondriais que se acumulam em cenérios de dano e estresse,
como a hiperglicose, e pode contribuir para recuperacédo do equilibrio energético.“sz) A
inducéo da autofagia/mitofagia pelas CTMs tem um numero crescente de evidéncias na
literatura, com diferentes tipos celulares afetados pela HG sendo reparados pela acao
protetora da terapia com CTMs.(®® Inclusive, os efeitos das CTMs foram comparaveis
aos efeitos da rapamicina (ativador de autofagia) em matéria de inducdo da
autofagia/mitofagia.'®® A inducdo de biogénese por TFAM é relevante pelo aspecto
renovador das estruturas que estao sendo removidas, ja que somente remover o dano
nao resolve o problema por chegar a um limiar de ndo ser mais possivel manter o
equilibrio energético com pouco material restante, como nos casos de excesso de
mitofagia® sendo prejudicial ao sistema. As CTMs ja tém sido descritas na literatura
por sua capacidade de induzir a biogénese mitocondrial quando usada em terapia,

refletindo nos efeitos antiapoptéticos e reparadores frente aos danos teciduais.
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A administracdo sistémica de CTMs (subcutanea, endovenosa,
intraperitoneal, arterial), além da facilidade de traducdo para a pratica clinica, tem a
vantagem de possibilitar a distribuicdo das CTMs por alguns tecidos e de colocar em
circulacdo maior quantidade de substratos secretados por elas, o que beneficia o
reparo frente aos danos da HG, que afeta todos os 6rgdos. J& foi demonstrado que
mesmo a distancia, as CTMs podem beneficiar um 6érgao afetado que nao recebeu
integracéo das CTMs em si.!"®) No entanto, nosso foco de interesse em transferéncia
de mitocondria exige, para maior eficiéncia terapéutica (~70% do reparo)'*® contato
direto célula-célula, o que implica administracdo de CTMs resultando em integragdo —
mesmo que temporaria — no érgao-alvo. Assim, precisamos unir o que seja viavel
clinicamente com uma abordagem que beneficie o sistema de maneira mais
abrangente, mantendo em vista o beneficio local que precisamos alcancar. In vivo,
pudemos verificar a migracdo das CTMs-MO injetadas via intraperitoneal para os rins

Rob/ob

dos animais BTB através de imagens ex vivo (Figura 38) pela comparacéo entre

animais BTBR®”® que receberam CTMs e animais BTBR”

sem administracéo de
células (controle negativo de 8 semanas). Ainda, pudemos verificar que as células, ou
pelo menos seus produtos, se mantém nos rins (e demais 6rgaos) por pelo menos 8
semanas ap6s a Ultima administracdo (feita nos animais BTBR®®® 10 semanas de
vida). Esse resultado € de extrema importancia nos debates de terapia celular, ja que
mostra a viabilidade de uma via de administracdo sistémica em atingir o foco de
interesse de tratamento. A administracdo intraperitoneal evita 0 aprisionamento
majoritario das CTMs nos pulmdes, que € resultado comum pela via endovenosa, tendo
o figado como foco de maior contencdo das células injetadas e também atingindo os
rins e baco."® Outras formas de administracéo evidenciaram a chegada de CTMs nos
rins, tendo um melhor desempenho a via da artéria renal, em comparacdo com a via
endovenosa, em relagcdo ao numero de células alcancando os glomérulos e em relagéo
aos resultados funcionais obtidos. %)

Os animais BTBR®”® apresentam obesidade ja em idade jovem,
evidenciada pelo acompanhamento do ganho de peso ao longo das semanas. A
obesidade leva a hiperglicemia com resisténcia a insulina, caracterizado como DM2,
gue atinge niveis extremos (>600mg/dL em jejum) em alguns deles ja em idade jovem,
refletindo 0 mesmo cenario do estudo de caracterizacdo do modelo.""” A terapia com
CTMs-MO nao teve efeito que pudesse ser evidenciado por nossas analises no ganho

de peso ao longo das semanas (Figura 39) e nos niveis de hiperglicemia (Figura 40).
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Sobre a hiperglicemia, é interessante notar nos animais BTBR®"°

controle (sem CTMs)
gue ocorre uma queda nas medicbes entre 14-15 e 18-20 semanas, de certa forma
contra intuitivamente. No entanto, avaliando o estado de saude dos animais nessa
idade mais avancada do protocolo, viamos intensas alteracdes fisiologicas e
comportamentais, inclusive referente a capacidade de obtencdo do alimento na gaiola
devido ao excessivo peso corporal, o que pode explicar essas variagdes. A queda na
taxa de glicemia em estagio avancado da doenca parece estar relacionada a piora do
quadro de saude. Em relacdo as CTMs, talvez fosse mais eficaz fazermos a
intervencdo em um momento anterior, com 0S animais mais jovens ou mesmo usar um
maior nimero de doses de forma a aumentar o pool de CTMs em circulacdo. Também
€ possivel que uma via de administracdo 6rgao-especifica pudesse ser mais eficaz, no
caso, intra-pancreatica. Ja existe evidéncia na literatura do efeito hipoglicemiante da
terapia celular em animais com DM1(""8) e outro que diz usar modelo de DM2,
mesmo aplicando metodologia inadequada para estabelecimento do modelo, encontrou
efeito inibidor da resisténcia a insulina e efeito hipoglicemiante quando injetadas as
CTMs em poucos dias apds o estabelecimento do quadro diabético.*® De maneira
mais realista, temos de considerar o estado clinico dos que procuram por assisténcia
médica, que na maioria dos casos ja apresentam alteracfes significativas no quadro de
salde e nao estdo no estagio inicial da doenca. Esses pacientes sdo atendidos pelo
protocolo padrdo ouro de tratamento, que contempla as melhorias no estilo de vida
(prética de exercicios fisicos, reeducacdo alimentar) e, principalmente, a intervencéo
farmacoldgica com drogas hipoglicemiantes (metformina, glifozinas) e de controle dos
efeitos colaterais do DM (blogueadoras do SRAA). A metformina, classicamente
empregada como a primeira intervencdo logo apos o diagnostico do DM2, atua no
bloqueio da gliconeogénese hepatica e no aumento da sensibilidade a insulina.'®” Ja
as glifozinas, atuam no bloqueio da reabsorcdo da glicose (~90% do total) via
transportador SGLT2 no tubulo proximal. Assim, leva a reducdo da glicemia pela
excrecdo via urina da glicose ndo reabsorvida.'® Por fim, o bloqueio do SRAA (por
exemplo, via bloqueio do receptor de angiotensina Il ou bloqueio da enzima conversora
da angiotensina) tem efeito renoprotetor em pacientes com DRD através do controle da
pressdo arterial sistémica e reducdo da proteinuria, desacelerando a progressédo da
doenca."®® Dessa maneira, agregar a intervencao farmacolégica padrdo ouro & terapia
celular parece ser a melhor abordagem para potencializar os efeitos de tratamento.



86

Na avaliacdo funcional dos rins nos animais BTBR®”®® usamos
como biomarcador de dano a ACR (taxa de albumindria corrigida por creatininuria).
Devido a elevada ACR, temos evidéncia significativa de alta deterioracdo renal nos

animais BTBR°P°P

controle nas idades de 10 e 14 semanas, em comparacao aos
animais BTBR WT (Figura 41). Para a idade de 20 semanas, ocorre uma brusca
reducdo na ACR dos animais BTBR®”°® controle, o que condiz com a piora funcional
durante a progressédo da DRD. Nossos resultados a respeito da ACR sdo semelhantes
aos apresentados na literatura que descreve o modelo BTBR®*.("" Apesar de n&o
ser evidenciavel de forma significativa pela comparacdo estatistica, os animais
BTBR® tratados com CTMs apresentaram ACR menor na idade de 10 semanas, em
comparacdo ao grupo BTBR®P®® controle. No entanto, essa diferenca passa a ser
significativa na idade de 14 semanas, na comparacdo entre os animais BTBR°P
controle e os que foram tratados com as CTMs. Lembrando que os animais receberam
2 doses de injecao, com 8 e com 10 semanas de idade. Assim, faziam 4 semanas de
tratamento. Podemos ver a maior similaridade dos BTBR®”®® CTMs com os BTBR WT
pela auséncia de diferenca significativa entre eles na idade de 20 semanas. Esse
resultado é importante evidéncia do efeito renoprotetor da terapia com CTMs na DRD,
que se reflete na preservacdo funcional observada pela menor ACR nos animais
tratados, condizendo com alguns achados da literatura. Em modelo pré-clinico de DM1
e DM2, tanto a administracdo sistémica das CTMs-MO em si, quanto do meio
condicionado por elas (secretoma), tém efeitos renoprotetores na inibicdo das
alteracbes glomerulares e tubulares, refletidas pela menor taxa de proteindria (ACR),
pela inibicdo da morte celular e no reparo dos danos histoldégicos glomerulares e
tubulares."®% E necessario pontuar que esses efeitos foram evidenciaveis mesmo na
presenca da hiperglicemia, o que se assemelha ao nosso estudo (Figura 40) e também
gque mesmo tratando-se de secretoma, existem evidéncias da presenca de
mitocondrias nas vesiculas extracelulares e de seus efeitos na reprogramacéo
bioenergética das células recebedoras, com beneficios funcionais e reparadores."*"

A modulacdo do microambiente € de extrema importancia para a
sobrevivéncia das CTMs, viabilizando sua permanéncia e acdo terapéutica. Como
demonstracdo dessa dinamica, pudemos evidenciar a alta taxa de morte celular em
CTMs (em cocultura com CGMs por 24 horas no "condicionamento por 72 horas") nos
grupos NG H;0, e HG H,0; (Figura 37). Interessantemente, as CTMs que ficaram em

cocultura com as CGMs "condicionadas por 6 horas" também apresentaram aumento
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dos niveis de morte no grupo HG H,O,, provavelmente por deposicdo de debris
celulares e moléculas associadas ao dano (do inglés, damage-associated molecular
patterns; DAMPS), provenientes das CGMs, ativando vias de sinalizacdo de estresse.
Vale lembrar que nesse cenario as CTMs nao tiveram contato direto com o meio de
condicionamento (Figura 16-B)."%%'% As CTMs s&o muito estudadas por seus efeitos
reparadores nas células e oOrgdos-alvo, mas € interessante atentar para a sua
susceptibilidade ao microambiente deletério da HG. Ja foi demonstrado efeitos
prejudiciais da HG na proliferacdo, capacidade de diferenciacdo e acéo
imunomodulatéria das CTMs."" E possivel condicionar as CTMs previamente, de
forma a torna-las mais resistentes a acéo deletéria da HG"'*® e de forma a potencializar
sua eficacia.®” Esse ramo de modulagdo abre um amplo espectro de possibilidades
para rever os métodos usados até entdo no preparo do banco de CTMs e também nas
possiveis abordagens para superar as adversidades fisiopatoldégicas do paciente que
receberéa a intervencéo.'%®

Classicamente, na DRD, ocorrem alteracbes morfolégicas
importantes no tecido renal. Um dos primeiros sinais dessas alteracdes € a hipertrofia
das CGMs e excessivo depdsito de matriz mesangial, que altera a hemodinamica de
filtracdo glomerular e caracteriza a expansdo mesangial.*? Os animais BTBR"
controle de 8-10, 14-15 e 18-20 semanas apresentaram, visualmente, aumento da
deposicdo de matriz extracelular no mesangio, evidenciado pela maior coloracao por
PAS (Figura 42). As imagens dos cortes renais demonstraram evidéncias heterogéneas
dos efeitos da terapia com CTMs na reducdo ou prevencdo da expansao mesangial,
identificada pelo método de coloracdo por PAS nos animais BTBR®. No entanto, a
quantificacdo por histomorfometria evidenciou efeito médio de redugdo da expanséo

mesangial nos animais BTBR®”°P

tratados com CTMs, de forma que eles ja néo
apresentaram diferenca significativa em comparacdo aos animais BTBR WT de 20
semanas. A figura escolhida de um animal representativo indica menos depdsito de
matriz, mas esses valores precisam ser confirmados pela quantificagdo. No entanto,
existem evidéncias dos efeitos das CTMs na redugdo da expansdo mensagial em
animais diabéticos com complicacbes renais, sendo atribuidos aos exosomos e a
secrecdo de VEGF o protagonismo na atuacao reparadora.’®® Sempre vale ressaltar a
diferenca entre os modelos de avaliacdo e as diferencas entre as CTMs usadas em

cada estudo, que acabam por dificultar a comparacao dos resultados obtidos. Nesse
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estudo citado, foram utilizadas CTMs provenientes de ratos e o modelo da doenga
foram camundongos com dieta rica em lipidios.

Da mesma forma que nos experimentos in vitro, as analises de
expressao génica dos marcadores do programa de qualidade mitocondrial no cortex
renal dos animais BTBR trouxeram interessantes perspectivas a cerca do mecanismo
molecular por trds das alteragfes funcionais e/ou morfolégicas (Figura 43). Na maioria
dos marcadores do Programa de Controle de Qualidade Mitocondrial avaliados (com
excecdo de Mfnl, Drpl, Fis e Miro2), houve um aumento da expressdo nos animais
BTBR” de 8-10 semanas em relacdo aos animais BTBR WT de mesma idade, que
se manteve nos animais BTBR”®® de 14-15 semanas e foi perdido (igualou-se ao
BTBR WT) nos animais BTBR®”*® de 20 semanas. Esse cenario parece indicar um
efeito compensatorio de resposta mitocondrial as alteracdes decorrentes do DM e da
DRD nos animais mais jovens que, no entanto, se perde nos animais mais velhos (20
semanas) e extremamente doentes. Ja4 a administracdo de CTMs, por sua vez, causou
uma maior expressdo de todos os marcadores avaliados, em comparacdo aos
BTBR®”°® controle. O aporte de novos mitocondrions integrando a rede mitocondrial
das CGMs, além dos efeitos paracrinos de secrecao de fatores de crescimento, anti-
inflamatorios, antiapoptéticos e antioxidantes pelas CTMs, pode ter levado a uma
intensificacdo dos componentes do programa de qualidade mitocondrial no sentido de
reorganizar a matriz mitocondrial das CGMs e recuperar a homeostase energética. O
tratamento com CTMs ja demonstrou resultados na inducdo de mitofagia®® e da
biogénese®® em modelos de dano pela hiperglicemia. Além disso, a terapia com
CTMs inibe a fragmentacdo, induzindo a fusdo e recuperando a morfologia
mitocondrial®*® a cerca da forma de cristas e tamanho da organela,"*® de maneira a
reparar o0 estado disfuncional associado ao quadro de excesso nutricional
hiperglicémico.%® No entanto, existem evidéncias de efeitos indutores de fiss&o
mitocondrial, via Drpl, promovidos pelo tratamento com CTMs.?°? Além da indugéo
génica de marcadores relacionados ao Programa de Controle de Qualidade
Mitocondrial, a terapia com CTMs tem efeitos em diversos outros marcadores
associados a diferentes processos celulares, em modelo de administracdo endovenosa
e como alvo de andlise o figado.® Interessante notar que nossos resultados com os

animais BTBRO

evidenciam um aumento mais expressivo no gene Opal,
responsavel pela modulacdo da fusdo da membrana interna mitocondrial (Figura 43). E

interessante também contrapor os dados obtidos pela avaliacdo da expressdo génica
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no cortex renal com os dados da anélise nas CGMs. Nas CGMs vemos uma diminuigdo
nos marcadores de biogénese e mitofagia frente a hiperglicose e/ou H,O, (Figura 33),
enquanto que no coértex renal vemos aumento de varios marcadores nos animais
hiperglicémicos. Esses resultados sao importantes na discussédo sobre os efeitos do
DM e das CTMs e indicam a necessidade de avaliarmos a dinamica particular de cada
tipo celular especificamente, ja que respondem de formas diversas ao mesmo
estimulo/estresse, além de estarmos estudando cenarios com tempos diferentes de
exposicao aos fatores estressores (72 horas vs. 18 semanas).?°"

A DRD leva a intenso desequilibrio metabdlico e a alteracbes
morfofuncionais que culminam na disfuncéo tecidual e na ativacdo de vias de morte.®®
A morte celular € um processo fisioldégico de renovacdo dos componentes do tecido
mas, quando em excesso, pode levar a prejuizos irreversiveis. Visivelmente, a terapia
com CTMs nos animais BTBR®”°® teve um efeito desacelerador da ativacéo da via da
caspase-3, relacionada a morte por apoptose, porém ndo foi possivel obter a
significAncia estatistica ha comparacdo entre os grupos (Figura 44). Os animais
BTBR” de 20 semanas de idade que ndo receberam CTMs tiveram um aumento da
expressdo de caspase-3 em relacdo ao grupo BTBR”°? de 8-10 semanas, porém isso
também n&o foi confirmado estatisticamente. Mesmo assim, apesar de nao termos
conseguido evidenciar a significancia da modulacdo da vida de caspase 3 nos rins, ja
foi demonstrado o efeito das CTMs, através da leitura dos sinais de dano ambientais,
ativarem processos internos de modulacdo de vias reparadoras de forma a iniciar
atuac&o no resgate das células vizinhas, com efeitos antiapoptéticos. 12202

Existem células nos rins que estdo completamente comprometidas a
determinada funcéo, de forma a serem totalmente diferenciadas e ndo entrarem mais
no ciclo celular de divisdo. Esse é o caso dos poddcitos, células epiteliais envolvendo
os capilares do glomérulo e que compde a barreira de filtracdo. A perda dos podocitos
€ um dos sinais classicos da progresséo da DRD e esta relacionada ao aumento das
taxas de proteintria.“? Assim, a preservacdo dessas células é fundamental no

R controle tiveram menor nimero

combate a progressdo da DRD. Os animais BTB
de poddcitos/glomérulo em todas as idades, em comparacéo aos animais BTBR WT, o
gue condiz com a proteinuria elevada e a deterioracdo morfo-funcional desse modelo
(Figura 45). No entanto, ndo pudemos evidenciar uma diferenca estatisticamente
significante entre o grupo de animais BTBR®”®® de 20 semanas controle para os

animais BTBR®”® de 20 semanas que receberam CTMs. Apesar de que ja ndo existe
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uma diferenca entre os animais que receberam a terapia e o grupo BTBR WT,
demonstrando maior aproximacao e semelhanca entre esses grupos e o possivel efeito
das CTMs na preservacao dos poddécitos na DRD.

Apesar das alteracbes metabdlicas, imunes e neuroenddcirnas
decorrentes da auséncia de leptina, nosso modelo pré-clinico de camundongos
BTBR® para estudo dos efeitos de terapias associadas para desaceleracéo,
diminuicdo, parada ou reversao da progressao da DRD é de extrema valia. Nao s por
desenvolver obesidade, DM2 e ter lesdes renais tempo-dependentes semelhantes a
doenca humana, o que o torna notavel nessa area de estudo, mas também por ter
carater reversivel em suas alteracdes renais quando suplementado com leptina.®®
Essa caracteristica reversivel torna os resultados terapéuticos obtidos nesse modelo
muito robustos na investigacdo mais aprofundada rumo a traducdo para a pratica
clinica. Assim, esperamos contribuir para o delineamento de ensaios clinicos mais
robustos e que tragam luz a aplicabilidade da terapia com células-tronco mesenquimais
para o reparo e, possivelmente, a regeneracdo do tecido renal.

Em suma, pudemos evidenciar efeitos reparadores e renoprotetores,
porém limitados, da terapia com CTMs-MO in vitro e in vivo. As perspectivas sao
positivas para a associacdo dessa terapia com o uso do tratamento gold standard,
visando modelos mais realistas e com abordagem mais completa e eficiente. Além
disso, visamos a compreensdo mais aprofundada dos mecanismos da modulacdo
mitocondrial, que reflete no carater metabdlico, pelas CTMs usadas como terapia para
cessar a progressao de dano renal na DRD.
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5 CONCLUSOES

1. Pudemos evidenciar efeitos reparadores e renoprotetores, porém
limitados, da terapia com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea nos modelos
de doenca renal diabética in vitro e in vivo;

2. As perspectivas sdo positivas para a associacdo dessa terapia
com o uso do tratamento gold standard, visando modelos mais realistas e com
abordagem mais completa e eficiente;

3. Visamos a compreensdo mais aprofundada dos mecanismos da
modulagédo mitocondrial, refletida no carater sistémico-metabdlico, pelas células-tronco
mesenquimais como terapia para cessar a progressao de dano renal na doenca renal

diabética.
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Abstract

Introduction: Diabetes Mellitus is a worldwide epidemic. In 2019, this disease
affected more than 400 million individuals, although there are estimations that this
number represents half of real number of affected individuals. There is no cure for
diabetes mellitus, and this affection causes several micro- and macrovascular
complications over time, such as diabetic kidney disease. The diabetic kidney
disease is characterized by progressive loss of glomerular filtration rate and time-
dependent proteinuria, which affect 30-40% of people with diabetes. Oxidative stress,
as a major protagonist in this pathogenesis, leads to redox alterations and
mitochondria damages. Loss of energy homeostasis through mitochondrial
dysfunction is a common reason between the hyperglycemia-driven damage
pathways. Damages occur due to the overwhelmed mitochondria stress response
through morphological and functional adaptations — fusion, fission, biogenesis and
mitophagy. Mesenchymal stem cell therapy has renoprotective activity, inhibiting
oxidative stress and repairing mitochondria by secretome releasing and mitochondria
transfer. Purpose: To use mesenchymal stem cell therapy in diabetic kidney disease
models to repair kidney function. Methods: We used mouse glomerular mesangial
cells conditioned in vitro with hyperglycemia and/or H202 and BTBRob/ob in animal
model. Both groups were treated with mouse mesenchymal stem cells (Rosa 26-
mTmG strain). Kidney function as proteinuria and molecular markers were evaluated
for oxidative stress and damage. In addition, we evaluated gene expression of
mitochondria dynamic targets. Results: Mesenchymal stem cell therapy reduced
oxidative stress through inhition of mitochondria-H202 accumulation in the mouse
glomerular mesangial cells, it also diminished cell death and induced the expression
of mitochondria Quality Control Program genes. In BTBRob/ob model, cell therapy
reduced proteinuria and also induced mitochondria-related genes expression.
Conclusion: Mesenchymal stem cell therapy had renoprotective and repair effects in
diabetic kidney disease. We observed an important gene modulation in mitochondria
dynamic components, and adaptation to environmental changes. Likewise,
mesnchymal stem cell threapy led to a decrease in apoptosis and halted the

mesangial expansion.
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