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RESUMO

A relacdo entre obesidade e funcao renal apresenta particularidades complexas,
principalmente quando envolve pacientes com redugcédo de massa renal, como é o
caso dos doadores de rim. A lipotoxicidade renal tem sido amplamente investigada e
um dos mecanismos envolvidos é a ativagao do receptor ativado por proliferador de
peroxisomos a (PPARa). O fenofibrato (FFTO) € um agonista do PPARa e é capaz de
ativar vias de oxidagdo dos acidos graxos, aumentando a expressao de genes
lipoliticos. O objetivo do presente estudo foi investigar os mecanismos de lesao renal
associados a obesidade apds a perda de massa renal por uninefrectomia, em um
modelo experimental de doador vivo que se torna obeso, tratado com FFTO. Foram
utilizados camundongos C57BL/6, machos, com 8 semanas de idade, pesando de 25¢g
a 30g submetidos as cirurgias de uninefrectomia ou simulada. A obesidade foi
induzida por dieta hiperlipidica (60% de Kcal obtidas por gordura). O FFTO foi
adicionado a dieta controle e a dieta hiperlipidica (0,02%, aproximadamente
20mg/kg/dia) e oferecida aos animais apos 10 semanas de experimento. Os
parametros avaliados apds 10 semanas de tratamento foram: consumo, ganho
energético, peso total, ganho de peso, conteudo de gorduras, peso renal e indice de
Lee. A funcao renal foi avaliada pelas proteinuria de 24h, creatinina sérica e depuragao
da creatinina. Area glomerular, expansdo mesangial e percentual fibrose foram
avaliadas. As adipocitocinas adiponectina, resistina e o fator de crescimento PAI-1
foram mensurados por ensaio Bioplex. O conteudo de lipideos no rim e no sangue. As
citocinas IL-6, IL-13, MCP-1, IFN-y e FGF-21 foram quantificadas por PCR em tempo
real. Os dados foram expressos como média e desvio padrao e os grupos foram
comparados pelo teste t de Student. O tratamento com fenofibrato preveniu a
disfungdo renal nos animais uninefrectomizados e obesos (Doador OB FFTO)
avaliada pela proteinuria (3,77+1,69 vs. 5,78+3,64 mg/dL do Doador OB, p<0,05) e
impediu a expansao mesangial (14% vs. 46% do Doador OB, p<0,05). O tratamento
também reduziu o acumulo de triglicerideos nos rins (5,01+1,42 vs. 7,94+3,31 mg/g
de tecido no Doador OB, p<0,05), tendeu a reduziu os triglicerideos séricos (79,4+21,2
vs. 113,9+451,4 mg/dL no Doador OB, p=0,07) e reduziu o colesterol sérico
(229,7+17,1 vs. 194,5+35,1 mg/dL no Doador OB, p<0,05). A progressao inicial da
fibrose renal (0,004% vs. 0,001% no Doador OB) e a expressao de PAI-1 (0,012+0,003



vs. 0,017+0,003 pg/puL de proteina no Doador OB, p<0,05) foram atenuadas. O
tratamento também reduziu a inflamag&o diminuindo a expresséo de IL-6 (0,51+0,34
vs. 2,62+1,88 no Doador OB, p<0,05), IL-1B (0,65+0,17 vs. 4,59+2,90 no Doador OB,
p<0,05), MCP-1 (0,99+0,23 vs. 3,41+1,36 do Doador OB, p<0,05), IFN-y (1,77+0,37
vs. 2,99+0,54 do Doador OB, p<0,05) e FGF-21 (0,40+0,38 vs. 10,67+10,44 do
Doador OB, p<0,05). A reducao da hiperlipidemia consequentemente reduziu a lesédo
renal causada pelo excesso de triglicerideos no rim, diminuindo a excregao de
proteinas, a inflamacao e a fibrose intersticial. O presente estudo foi o primeiro a
avaliar a agcao do FFTO sobre as alteragées do metabolismo lipidico causadas pela

obesidade em um modelo de uninefrectomia.

Palavras-chave: doadores vivos. obesidade. doenca renal crénica. fenofibrato. PPAR

alfa.



ABSTRACT

The relationship between obesity and renal function has complex peculiarities,
especially when involves patients with reduced renal mass, as is the case of kidney
donors. Renal lipotoxicity has been extensively investigated and one of the
mechanisms involved is the activation of the receptor activated by a peroxisome
proliferator (PPARa). Fenofibrate (FFTO) is a PPARa agonist and is capable of
activating fatty acid oxidation pathways, increasing the expression of lipolytic genes.
The aim of the present study was to investigate the injury mechanisms of obesity after
loss of renal mass by uninephrectomy, in an experimental model of a living donor who
becomes obese, treated with FFTO. Male C57BL/6 mice, 8 weeks old, weighing from
25g to 30g, submitted to uninephrectomy or Sham surgeries were used. Obesity was
induced by a high-fat diet (60% Kcal obtained from fat). The FFTO was added to the
control diet and to the high fat diet (0.02%, approximately 20mg/kg/day) and offered to
the animals after 10 weeks of experiment. The parameters evaluated after 10 weeks
of treatment were: consumption, energy gain, total weight, weight gain, fat content,
renal weight and Lee's index. Renal function was assessed by 24-hour proteinuria,
serum creatinine and creatinine clearance. Glomerular area, mesangial expansion
area and fibrosis percentage were evaluated. Adipocytokines adiponectin, resistin and
growth factor PAI-1 were measured by Bioplex assay. The lipid content in the kidney
and blood. The cytokines IL-6, IL-13, MCP-1, IFN-y and FGF-21 were quantified by
real-time PCR. The data were expressed as mean and standard deviation and the
groups were compared using the Student's t test. Treatment with fenofibrate prevented
renal dysfunction in uninefrectomized and obese animals (Donor OB FFTO) assessed
by proteinuria (3.77+1.69 vs. 5.78+3.64 mg/dL of Donor OB, p<0, 05) and prevented
the mesangial expansion of the evaluated glomeruli (14% vs. 46% of OB Donor). The
treatment also reduced the accumulation of triglycerides in the kidneys (5.01+1.42 vs.
7.94+3.31 mg/g tissue of Donor OB, p<0.05) and partially reduced serum triglycerides
(79.4+ 21.2 vs. 113.9+51.4 mg/dL of Donor OB, p=0.07) and cholesterol (229.7+17.1
vs. 194.5+35.1 mg/dL of Donor OB, p<0.05). The initial progression of renal fibrosis
(0.004% vs. 0.001% of OB Donor) and PAI-1 expression (0.012+0.003 vs.
0.017+0.003 pg/uL protein of Donor OB, p<0.05) were attenuated. The treatment also

reduced inflammation by decreasing the expression of IL-6 (0.51+0.34 vs. 2.62+1.88



of OB Donor, p<0.05), IL-1B (0.65+0.17 vs. 4.59+2.90 of Donor OB, p<0.05), MCP-1
(0.99+0.23 vs. 3.41+1.36 of Donor OB, p <0, 05), IFN-y (1.77+0.37 vs. 2.99+0.54 of
OB Donor, p<0.05) and FGF-21 (0.40+0.38 vs. 10.67+10.44 of OB Donor, p<0.05).
The reduction of hyperlipidemia consequently reduced the renal injury caused by the
excess of triglycerides in the kidney, reducing the excretion of proteins and preventing
the inflammatory condition from progressing to fibrosis. The present study was the first
to evaluate the action of the FFTO on the changes in lipid metabolism caused by

obesity in a uninephrectomy model.

Key words: living donors. obesity. chronic kidney disease. fenofibrate. PPAR alpha.
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1 INTRODUGAO

A doenca renal crénica (DRC) afeta cerca de 10% da populagédo em todo o
mundo e sua prevaléncia aumenta a cada ano (CAMARA, ISEKI et al., 2017). O
transplante renal é considerado a melhor alternativa para pacientes em categoria 5 da
DRC, sobretudo por melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevida dos
receptores comparados aos pacientes em dialise (MATAS, PAYNE et al., 2001;
KERKENI, REBAI et al., 2015). A maioria dos transplantes renais sao realizados com
enxertos provenientes de doadores falecidos, no entanto os melhores resultados de
sobrevida sédo alcangados com enxertos de doadores vivos (TARANTINO, 2000;
OPELZ, DOHLER et al., 2013).

Segundo o levantamento do Registro Brasileiro de Transplantes (RBT) a
prevaléncia de transplantes realizados com doadores vivos foi de 23% ao longo dos
ultimos 10 anos. SO0 no ano de 2019, 1.075 pessoas foram submetidas a
uninefrectomia para doagdo, que corresponde a 17% do total de transplantes
realizados neste ano (ABTO, 2020). Mesmo em paises desenvolvidos, com aumento
da lista de espera para transplante de rim, consequéncia do aumento crescente do
numero de pacientes com DRC em todo mundo, cerca de um tergco dos procedimentos
sao realizados com doadores vivos. Uma das potenciais explicagdes é que no caso
da disponibilidade de doador vivo o tempo de espera na fila do transplante é reduzido
(OMMEN, WINSTON et al., 2006; IBRAHIM, FOLEY et al., 2009).

Ao longo dos anos, estudos nessa area, buscando equilibrar os riscos do
doador e os beneficios para o receptor, demonstraram seguranga no procedimento de
doagédo renal e avangos nas técnicas cirurgicas (MATAS, BARTLETT et al., 2003;
IZQUIERDO, PERI et al., 2010; SEGEV, MUZAALE et al., 2010). Estudos em curto e
longo prazo demonstraram que a doacédo de rim apresenta baixa morbidade e
mortalidade (DAVIS E DELMONICO, 2005; LENTINE E PATEL, 2012), ainda assim,
a avaliacdo dos doadores em longo prazo é restrita, o que justifica as preocupagdes
da comunidade médica sobre os riscos envolvidos na nefrectomia unilateral e suas
consequéncias (DAVIS E DELMONICO, 2005; EL-AGROUDY, SABRY et al., 2007).

Apds a uninefrectomia, devido a redugcdo da massa renal, os doadores
apresentam funcgao renal 35-40% inferior aquela anterior a doacdo (BARRI, PARKER
et al., 2010; TAN, BUSQUE et al., 2010). Por meio de mecanismos compensatorios

no rim remanescente, a taxa de filtragao glomerular (TFG) se mantém em torno de 70
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a 80 ml/min (OH, JEON et al., 2005; LENTINE E PATEL, 2012). Entretanto este
mecanismo compensatorio € potencialemten lesivo, uma vez que perda de massa
renal e reducdo do numero de néfrons consequentemente pode levar a hipertrofia
glomerular compensatoria e a hipertenséo intraglomerular decorrente é determinante
para esclerose glomerular e diminuigao progressiva da TFG (HOY, HUGHSON et al.,
2005). Doadores de rim apresentaram um risco aumentado de DRC e faléncia
funcional em um estudo realizado recentemente, comparando a uma coorte
combinada de pacientes saudaveis, no entanto, a magnitude do aumento do risco
absoluto foi pequena (MUZAALE, MASSIE et al., 2014).

O efeito compensatorio esta relacionado com a reserva funcional do rim, e é
menos eficiente a medida que a idade dos doadores aumenta (TAN, BUSQUE et al.,
2010) e principalmente, para aqueles que apresentam comorbidades como a
obesidade no momento da doagdo ou que se tornam obesos apds a nefrectomia
(NAJARIAN, CHAVERS et al., 1992; EL-AGROUDY, SABRY et al., 2007). Sabe-se
ainda, que a reducgao do tecido renal acompanhada de pequenas alteragbes na
funcao, como presenca de proteinuria e fibrose intersticial, podem estar associadas a
maiores riscos de doencgas cardiovasculares (DC) (AL-ALY, ZERINGUE et al., 2010).
Deste modo, esses pacientes devem receber acompanhamento médico durante toda
a vida, para que desfechos como DC, DRC e o6bito possam ser prevenidos
(FEHRMAN-EKHOLM, DUNER et al., 2001; EL-AGROUDY, SABRY et al., 2007;
BELLO, BELLO et al., 2015).

Paralelo ao aumento da incidéncia da DRC em todo mundo cresce a
prevaléncia da obesidade na populacao geral (KANASAKI, KITADA et al., 2013;
FELIZARDO, DA SILVA et al., 2014; CAMARA, ISEKI et al., 2017). A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) indica que mais de 1,9 bilhdes de adultos acima dos 18 anos
estdo com sobrepeso (39%) e destes 650 milhdes eram incluidos na categoria de
obesidade (13%) (WHO, 2018). A obesidade esta associada ao aumento de
mortalidade e ao estado de inflamagéao crénica e tem sido um dos problemas mundiais
de saude mais discutidos atualmente, em paises desenvolvidos € em paises em
desenvolvimento (RYAN E RAVUSSIN, 2015). No Brasil, o Ministério da Saude
alertou, segundo o inquérito VIGITEL, que 55,4% dos brasileiros estdo acima do peso
(VIGITEL, 2020).

A obesidade, atualmente considerada como um fator de risco independente
para a DRC (FOX, LARSON et al., 2004; HSU, MCCULLOCH et al., 2006; VIVANTE,



18

GOLAN et al., 2012), ainda nao foi amplamente explorada na populagao de doadores
de rim em vida (CLAYTON, SAUNDERS et al., 2016; FIRAT KAYA, SAYIN et al.,
2017). Outros achados sugerem que o individuo obeso seja mais suscetivel ao
desenvolvimento de DRC causada diretamente pelo excesso de peso ou pelas
consequéncias das complicagdes causadas pela obesidade (DE JONG, VERHAVE et
al., 2002; HALL, HENEGAR et al., 2004). Ha entretanto estudos que mostraram
correlagdo entre o excesso de peso e a indugao da glomerulosclerose e insuficiéncia
renal (DANILEWICZ E WAGROWSKA-DANIELWICZ, 2009; KANASAKI, KITADA et
al., 2013; AKWO, CAVANAUGH et al., 2015).

A necessidade cada vez mais elevada de 6rgaos na populagao renal cronica
vem reorganizando os critérios meédicos utilizados na avaliagdo de potenciais
doadores renais, candidatos que apresentem sobrepeso ou obesidade devem ser
encorajados a perder peso antes da doacdo (DELMONICO, 2005; DELMONICO E
DEW, 2007). Alguns estudos avaliaram os efeitos da doagao renal em individuos
acima do peso, porém, ha escassez de dados sobre aqueles que evoluiram com
obesidade apds a nefrectomia (NOGUEIRA, WEIR et al., 2010; O'BRIEN,
MASTORIDIS et al., 2012).

Seguindo a tendéncia mundial, cerca de 50% dos doadores se tornam obesos
apos a doacédo (EL-AGROUDY, SABRY et al., 2007; FIRAT KAYA, SAYIN et al.,
2017). Entretanto estes dados sdo baseados em amostras pequenas que incluem
doadores de todas as idades, sendo assim, pouco representativo do grupo de maior
potencial de risco: jovens doadores que se tornam obesos. Outra limitagdo € que o
acompanhamento dos doadores vivos em longo prazo se baseia nas avaliagbes
retrospectivas de prontuarios e dados oferecidos pelos proprios pacientes, além das
limitagdes metodoldgicas que incluem variagbes dos parametros avaliados e elevado
numero de perda de seguimento (IBRAHIM, FOLEY et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais a obesidade leva a perda de funcéo renal ainda
nao sao totalmente compreendidos, porém, se baseiam na indugédo da vasodilatagao
aferente que aumenta a TFG e também no processo chamado lipotoxicidade renal. A
dilatac&o capilar aumentada pode prejudicar a auto regulagao glomerular, diminuindo
a densidade dos poddcitos e gerando proteinuria (SHARMA, 2009). O doador vivo
com hiperfiltracdo relacionada a perda de massa renal pode ter sua capacidade de

reserva funcional diminuida quando ocorre elevagao de peso em comparagao com um
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doador que permanece com o peso normal (DEMIR, BALAL et al., 2005; ROOK,
BOSMA et al., 2008).

Estudos em camundongos uninefrectomizados alimentados com dieta com
alto teor de gordura por 20 semanas, que simulam a obesidade apos doagao renal,
apresentaram maior expressao no tecido renal remanescente de genes envolvidos no
metabolismo lipidico, remodelagao do citoesqueleto e fibrose corroborando com o
papel patogenético da obesidade no aparecimento de proteinuria e insuficiéncia renal
(GAI, 2014; GAI, HILLER et al., 2014; CHIN, ITEM et al., 2015).

A toxicidade induzida por lipidios pode estar relacionada a capacidade de
expansao limitada dos adipdcitos, que sobrecarregados nao suportam o
armazenamento excessivo de lipidios (VIRTUE E VIDAL-PUIG, 2010). Uma vez que
isso ocorre, o fluxo de acidos graxos livres (AGL) para outros 6rgaos aumenta
promovendo danos e disfungcdo celular. A lipotoxicidade renal se caracteriza pelo
excesso de lipidios acumulados no rim que causam danos por meio de processos
toxicos/metabolicos (IZQUIERDO-LAHUERTA, MARTINEZ-GARCIA et al., 2016).
Sendo assim, a relacao entre funcado renal, doacdo renal em vida e obesidade
apresenta particularidades complexas, sem mecanismos e consequéncias muito
claras.

Terapias que visam reduzir os triglicerideos séricos estao sendo estudas para
tentar diminuir os prejuizos causados pela lipotoxicidade renal em modelos animais
de obesidade (VAN ROOYEN, GAN et al., 2013). A ativagao do receptor ativado por
proliferador de peroxisomos a (PPARa), que € um membro da superfamilia do receptor
de hormdnio nuclear de fatores de transcricdo ativados por AGL, seria uma dessas
alternativas terapéuticas (GUAN E BREYER, 2001). Estudos anteriores, em animais
com os dois rins, mostraram que a ativacao do PPARa, com o uso do fenofibrato,
estimula a transcricdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico que seriam
capazes de prevenir a lipotoxicidade renal causada pela dieta hiperlipidica, podendo
entdo ter efeitos renoprotetores (CHEN, ZHANG et al., 2006; SHIN, LIM et al., 2009).

O fenofibrato apresentou efeito renoprotetor em modelos animais de
obesidade (SHIN, LIM et al., 2009; CHUNG, LIM et al., 2012) e em um modelo de
uninefrectomia (LEE, WILSON et al., 2011), porém, a agdo do mesmo néao foi
investigada em camundongos uninefrectomizados que se tornam obesos apos a
reducao da massa renal. Uma forma de esclarecer os mecanismos fisiopatologicos

envolvidos na lipotoxicidade renal é avaliar a acao do fenofibrato sobre a funcéo e
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morfologia do rim remanescente em um modelo experimental de doagéo renal

submetido a inducéo da obesidade.

2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo foi realizada para melhor entendimento dos mecanismos
associados a lesao renal causada pela obesidade nos doadores renais e também

avaliou a agao do fenofibrato sobre a fungao renal de modelos animais de obesidade.

21 FUNGCAO RENAL DOS DOADORES DE RIM

O transplante de rim, realizado com doador vivo, € uma das terapias renais
substitutivas (TRS) cada vez mais utilizada no tratamento da DRC. Além de conferir
ao receptor resultados excelentes, € considerado um procedimento seguro e
proporciona melhores resultados clinicos quando comparados com os doadores
falecidos (DAVIS E DELMONICO, 2005; DELMONICO E DEW, 2007). Os aspectos
mais importantes da avaliagado do potencial doador sdo a idade e condi¢des gerais de
saude do doador, tendo como objetivo o ndo aumento do risco para o desenvolvimento
da DRC (YOUNG, STORSLEY et al., 2008). Sendo assim, a avaliagéo precisa da
funcao renal no dador vivo é primordial. Atendendo a esses cuidados, se estabelece
um limite adequado para a aceitacdo de um doador, estimando-se a segurancga dos
resultados funcionais em longo prazo (LENTINE, KASISKE et al., 2017).

Ocorre que, na pratica, prever a progressao da funcéo renal apés a doagao é
uma tarefa desafiadora, sendo necessaria avaliacdo prévia de uma série de fatores
ligados a biologia do individuo e também dos seus habitos de vida. Tais informagdes
devem ser sempre interpretadas no contexto de outros dados clinicos e laboratoriais
(BARRI, PARKER et al., 2009; BARRI, PARKER et al., 2010). Os candidatos a doagao
passam por uma avaliacdo extensa com o objetivo de confirmar suas condigdes de
saude e descartar qualquer suspeita de doenga. Levando em consideracéo de que se
trata de um procedimento sem beneficio fisico direto ao doador, é essencial que o
processo de avaliagdo seja cuidadosamente realizado afim de considerar todos os
fatores que possam afetar a TFG apds a nefrectomia (SRINIVAS E POGGIO, 2012).

De acordo com as recomendacodes atuais, os doadores vivos devem ter TFG
> 80 mL/min (DAVIS E DELMONICO, 2005; DELMONICO E DEW, 2007; BRASIL,
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2009). No entanto, devido aos diversos métodos utilizados para tal avaliagéo, a
decisdo de proceder ou ndo com a doagado €, muitas vezes, uma questdo de
interpretacédo subjetiva, baseada no bom senso e no conhecimento clinico sobre o
candidato a doacdo (SRINIVAS E POGGIO, 2012).

Apesar dos estudos a longo prazo demonstrarem que os doadores renais tém
expectativa de vida semelhante ou melhor do que a populagao geral e baixo risco em
desenvolver DRC categoria 5, alguns poucos individuos progridem com a
necessidade de terapia renal substitutiva (CHU, POON et al., 2011; TSAI, SHU et al.,
2012). Esses pacientes apresentam reducédo da TFG apos a doagéo, porém, nem
sempre € possivel afirmar que a causa da DRC é decorrente da uninefrectomia.
Segundo classificagcdo da National Kidney Foundation (NKF) (KDOQI, 2006), os
doadores de rim podem ser classificados como pacientes em categoria 3 da DRC. O
fato dos doadores serem examinados antes da doacgdo, ndo os isenta de
desenvolverem condigdes clinicas desfavoraveis em longo prazo, especialmente
quando o doador é jovem (SRINIVAS E POGGIO, 2012).

O mecanismo pelo qual os doadores renais apresentam TFG compensatéria
se baseia principalmente na capacidade do parénquima renal remanescente de
intensificar sua atividade de filtragdo em até 40% - teoria do néfron remanescente
(BARRI, PARKER et al., 2010; LENTINE E PATEL, 2012). Estudos anteriores
relataram redugao lenta da TFG em doadores ao longo de 10 ou mais anos apods a
doagdo do rim, sem aumento do risco DRC categoria 5 em comparagdo com a
populacao geral (SARAN, MARSHALL et al., 1997; IBRAHIM, FOLEY et al., 2009).
Entretando, outros fatores, tais como idade, sexo, raga e tamanho corporal também
interferem na capacidade de reserva renal (DELMONICO E DEW, 2007; GIESSING,
2012). O sexo masculino, maior idade e maior peso ja foram associados a maior
prejuizo fungao renal remanescente de doadores de rim (ROOK, BOSMA et al., 2008;
MJOEN, OYEN et al., 2011; BELLO, BELLO et al., 2015), embora poucos estudos
incluam controles igualmente saudaveis (MUZAALE, MASSIE ET AL., 2014,
GRUPPER, ANGEL et al., 2019).

Uma avaliacédo das condi¢des gerais de saude de doadores de rim na Coreia
mostrou que 15,7% apresentavam DRC ap6s 3 anos ou mais de acompanhamento,
porém, dos 275 doadores avaliados, 57,8% apresentaram melhora da funcéo renal
apos 1 ano (NA, PARK et al., 2018a; b). As variaveis associadas a falta de

recuperacao da funcado renal podem incluir niveis de pressdo arterial e de
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triglicerideos, circunferéncia abdominal e obesidade (DE SOUZA RODRIGUES,
AMORIM DE ALBUQUERQUE et al., 2017; THUKRAL, MAZUMDAR et al., 2018). Um
acompanhamento de 92 doadores de rim na Turquia, em curto e longo prazo, mostrou
que apods 2 anos, a prevaléncia de hipertensdo havia migrado de 4% para 28%,
enquanto a obesidade aumentou 4% nesse periodo. Concluiu-se também que os
doadores obesos (IMC =30) apresentavam maior risco de hipertensdo apds a
nefrectomia do que os doadores ndo obesos (ABDELLAOUI, AZZABI et al., 2019;
ABDELLAOUI, SAHTOUT et al., 2019).

Albuminuria, diminuicdo da funcgéo renal, hipertensdo e obesidade podem
ocorrer em jovens doadores de rim apds a nefrectomia e estarem associadas ao
aumento da mortalidade e ao risco de DRC em categoria 5 (HAKIM, GOLDSZER et
al., 1984; MJOEN, HALLAN et al., 2014). Outro aspecto importante € que estas lesdes
se desenvolvem no decorrer de periodo longo de tempo, sendo assim necessarios
periodos de seguimento mais longos para avaliar o impacto da nefrectomia nos
doadores renais (BANG, KIM et al., 2017).

2.2 DOAGAO RENAL E OBESIDADE

Adaptacoes fisioldgicas envolvendo aumento do fluxo sanguineo renal, apos
a uninefrectomia, causam aumento da TFG em doadores vivos associada a hipertrofia
renal. A TFG é normalizada a longo prazo, porém, em alguns pacientes observa-se
aumento da presséo arterial e desenvolvimento de proteinuria (MUELLER E LUYCKX,
2012). Os candidatos a doacdo renal que ja apresentam comorbidades como
hipertensdo, proteinuria, dislipidemia, glicemia e obesidade em geral sao
desencorajados, ainda assim, em alguns casos, o transplante é realizado e o doador
acompanhado regularmente pelos médicos (DELMONICO E DEW, 2007).

O aumento do numero de transplantes provenientes de doadores vivos
ocorreu, em parte, devido as mudancgas nos critérios de selecdo dos candidatos a
doacgao, entre eles a inclusdo de pacientes obesos (PESAVENTO, HENRY et al.,
1999). Apesar da auséncia de resultados de longo prazo, existem evidéncias de que
a obesidade pode afetar de forma negativa a fungao renal dos doadores (SACHDEVA,
SUNDAY et al., 2013).

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal e

para o diagnostica-la em adultos, o parametro comumente utilizado € o indice de
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massa corporal (IMC) (WHO, 2000). Um individuo com IMC de 25 a 29,9 kg/m? é
considerado com sobrepeso, IMC acima de 30 kg/m? caracteriza a classe de
obesidade e sdo considerados obesos moérbidos individuos com IMC superior a 35
kg/m? (WHO, 2000; 2018). Segundo as recomendacgdes internacionais, sugeridas no
encontro de Amsterda em 2004, sobre os cuidados do doador renal vivo, o IMC menor
que 35 kg/m? é um dos critérios primordiais necessarios para aceitagdo de um
potencial doador (DELMONICO, 2005; BRASIL, 2009). Embora a uninefrectomia seja
considerada tecnicamente segura e viavel, em individuos obesos sdo necessarias
avaliagbes pré e pos-operatorias e o acompanhamento continuo desse doador, para
se determinar quais sao os impactos sobre a fungéo renal em curto e longo prazo
(DELMONICO E DEW, 2007; GIESSING, 2012).

Existem relatos de potenciais complicagées que o sobrepeso e a obesidade
possam causar aos doadores renais (TAVAKOL, VINCENTI et al., 2009; KERKENI,
REBAI et al., 2015). O risco de se desenvolver disfungdo renal e proteinuria foi
correlacionado com o IMC elevado no momento da uninefrectomia em um estudo
transversal com 73 pacientes doadores de rim (PRAGA, HERNANDEZ et al., 2000).
Dados americanos de mais de 110 mil doadores, mostraram que o risco de
necessidade de TRS foi aumentado em 86% para aqueles doadores que
apresentavam obesidade quando comparados com os nao obesos (LOCKE, REED et
al., 2017).

A quantificagdo das tendéncias de IMC de 90 doadores de rim norte-
americanos, mostrou que ao longo de 5 anos apdés a doagdo, a prevaléncia de
sobrepeso e obesidade aumentava de 52% para 91%, demonstrando um risco
semelhante a populagdo geral (DRU E FUCHS, 2017). Em uma avaliagdo das
tendéncias de ganho de peso apds a doagao renal e dos riscos associados, em uma
populacao de 940 doadores de rim nos Estados Unidos, foi possivel apontar que assim
como na populagao geral, ha ganho de peso a medida que os individuos envelhecem
e que o aumento do IMC esta associado a maior incidéncia de diabetes e hipertensao
(ISSA, SANCHEZ et al., 2018).

Ainda que a maior parte dos estudos, ndo avalie especificamente os doadores
que apresentam sobrepeso apds a doagao, em pacientes que vivem com apenas um
rim, por agenesia renal e rim remanescente, a obesidade gera prejuizos na

capacidade de reserva funcional e pode agravar a perda de fungdo quando ha severa
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reducao de massa renal (GONZALEZ, GUTIERREZ et al., 2005; ROOK, BOSMA et
al., 2008; MJOEN, OYEN et al., 2011; BELLO, BELLO et al., 2015).

Estudos que avaliam a fisiopatologia da obesidade em doadores renais séo
primordiais na checagem dos riscos atribuidos a uninefrectomia, porém pouco se sabe
sobre a evolugado dos doadores jovens e saudaveis que desenvolvem sobrepeso e
obesidade apés a doagao (PRAGA, HERNANDEZ et al., 2000; DEMIR, BALAL et al.,
2005; FERREIRA-FILHO, DA SILVA PASSOS et al., 2007). Um estudo realizado com
122 doadores de rim acompanhados por até 15 anos, mostrou que existe maior
aumento do peso corporal e do colesterol total, ambos associados a baixa atividade
fisica, quando comparado a pacientes saudaveis (DEMIR, BALAL et al., 2005). Em
um acompanhamento curto prazo de apenas um ano apds a doagao, 721 doadores
apresentaram redugao da TFG e com o aumento da creatinina associados ao aumento
da idade e ao excesso de peso (MJOEN, OYEN et al., 2011). Em uma avaliagao de
20 doadores de rim 45% apresentaram sobrepeso e 25% apresentaram obesidade
apos o periodo de seguimento. O aumento da creatinina e proteinuria foi observado
em 10% destes pacientes, demonstrando que existe a possibilidade do ganho de peso
sobrecarregar a filtragdo glomerular no rim remanescente (FERREIRA-FILHO, DA
SILVA PASSOS et al., 2007).

Rook et al. acompanharam doadores renais por longo prazo, e mostraram a
influéncia da idade e do peso na perda da capacidade funcional apés nefrectomia.
Quanto maior o indice de massa corporal e mais velho o doador, menor a TFG, sendo
o IMC acima de 30 kg/m? o fator que mais prejudicou a fungado renal dos doadores
(ROOK, BOSMA et al., 2008). Estudo brasileiro de acompanhamento de doadores
renais mais recente, mostrou associagao entre aumento de IMC com a perda de
fungao renal, assim como com a incidéncia de hipertensdo (BELLO, BELLO et al.,
2015).

2.3 OBESIDADE E LESAO RENAL

A relagao entre obesidade e perda de fungcdo renal tem sido discutida e
explorada afim de contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na perda da fungao renal causada pela obesidade e sugerir
novas terapéuticas (CAMARA, ISEKI et al., 2017; KE, SHEN et al., 2017). Estudos

envolvendo grande numero de pacientes por longos peridos de seguimento,
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associaram a obesidade, IMC > 30 kg/m?, com risco elevado de desenvolvimento de
DRC em fase de faléncia funcional renal. Este risco seria aumentado nos homens em
relacao as mulheres (ISEKI, IKEMIYA et al., 2004). Estima-se que pacientes adultos
obesos podem apresentar DRC com maior frequéncia (HSU, MCCULLOCH et al.,
2006) e que o excesso de peso em adolescentes possa estar associados ao risco
aumentado de TRS apés 25 anos (VIVANTE, GOLAN et al., 2012).

A obesidade causa varias alteragbes metabdlicas, hemodinamicas e
inflamatdrias nos rins. As alteragdes renais hemodinamicas descritas em individuos
com obesidade foram denominadas, inicialmente, como glomerulopatia relacionada a
obesidade (GRO) (D'AGATI, CHAGNAC et al., 2016). Em resposta compensatéria ao
aumento sisttmico da demanda metabdlica, a GRO pode ser caracterizada
principalmente pela hipertrofia glomerular e esclerose segmentar (KAMBHAM,
MARKOWITZ et al., 2001; TSUBOI, OKABAYASHI et al., 2017).

O aumento do consumo de alimentos industrializados e processados,
combinado com o0 menor gasto energético sdo os principais fatores que contribuem
para a epidemia de obesidade mundial (CAMARA, ISEKI et al., 2017; WAKASUGI,
KAZAMA et al., 2017). Tais habitos alimentares envolvem uma grande quantidade de
ingestado de sal, que esta diretamente relacionado com hipertensdo e aumento do
estresse oxidativo. A hipertensado, um dos dois principais fatores de risco para DRC,
pode induzir a vasodilatacdo da artéria aferente dos glomérulos (SERRA, ROMERO
et al., 2008; SHARMA, 2009). O aumento na pressao intraglomerular provoca o
estiramento e o alargamento glomerular, o que impde um estresse mecanico aos
poddcitos e eventualmente levam a sua disfungdo causando proteinuria (Figura 1)
(CAMARA, ISEKI et al., 2017).

Os lipideos desenvolvem um papel importante em todas as células e seu
armazenamento ocorre nos adipdcitos principalmente na forma de triglicerideos. Os
triglicerideos sdo armazenados em goticulas dentro dos adipécitos e ndo ultrapassam
a membrana plasmatica nessas condi¢coes (WISSE, 2004; ENGIN, a. b., 2017). Com
0 aumento da atividade metabdlica nesse tecido, ocorre a lipdlise, com ativacdo da
enzima lipase horménio sensivel (LHS), que rompe a ligacédo éster entre os acidos
graxos € a molécula de glicerol. A ativagao da LHS ocorre pela proteina kinase, que
também fosforila as proteinas de membrana presentes nos adipécitos, as perilipinas,

permitindo que os acidos graxos, agora livres (AGL), sejam liberados na corrente
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sanguinea. Na circulacdo, os AGL serdo transportados pela albumina para outros

orgaos, onde serao oxidados para a produgao de energia (ENGIN, a.b., 2017).

Figura 1. Mecanismo de lesdo causada por hiperfiltragdo glomerular: A obesidade pode
induzir a vasodilatagao da arteriola aferente para aumentar a taxa de filtragdo glomerular. O
aumento da pressao arterial pode provocar o aumento do didmetro e da tenséo da parede do
capilar glomerular, sendo necessario que os poddécitos cubram uma maior area superficial,
permitindo a perda de proteinas na urina. Modificada de Camara, Iseki et al. (2017).
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Ja se sabe que o tecido adiposo tem sua capacidade de armazenamento de
triglicerideos limitada e € uma fonte de fatores inflamatérios e imunomoduladores
importante. Com o aumento do consumo de calorias, os adipdcitos sofrem hipertrofia
e hiperplasia, havendo estimulo a producao de citocinas pré-inflamatérias a fim de
aumentar a angiogénese e o fluxo sanguineo (WISSE, 2004; TSUBOI, OKABAYASHI
etal., 2017). O mesmo possui influéncia sobre o perfil de resposta imune e alteragbes
da sua funcdo podem causar acumulo de matriz extracelular e fibrose (SIKORSKA,
GRZYMISLAWSKA et al., 2017). Evidéncias clinicas sugerem que o aumento do
volume dos adipdcitos causa inflamagao do tecido mediada por macréfagos, ativando
e produzindo de forma descontrolada: proteina quimiotratante monocitaria-1 (MCP-1),
citocinas como interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-
a (TNF-a) (MARTINEZ-SANTIBANEZ E LUMENG, 2014; MANCUSO, 2016).
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As alteracbes das fungdes endocrinas do tecido adiposo interferem na
secrecdo de adipocitocinas (leptina, resistina, apelina, visfatina, adiponectina e
omentina), o que contribui para a inflamagéo sistémica e disfungdo das células
endoteliais que também podem colaborar com os outros mecanismos de les&o renal
(IWAN-ZIETEK, RUSZKOWSKA-CIASTEK et al., 2016; MANCUSO, 2016).

Estudos recentes mostram que a adiponectina mantém a integridade dos
poddcitos, atuando através de seus receptores (AdipoR1 e AdipoR2) e na via de
sinalizagdo controlada pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK) que é um
importante sensor de energia crucial na regulacdo do acumulo de lipidios nos rins
(AHIMA, 2008; SHARMA, 2009). Esta adipocitocina diminui a medida que o IMC
aumenta, estando implicada na disfuncdo da barreira de filtracdo glomerular e
proteinuria (Figura 2) (SHARMA, RAMACHANDRARAO et al., 2008; CAMARA, ISEKI
et al., 2017).

Figura 2. Lesao causa pela diminui¢ao da adiponectina: O aumento do tecido adiposo
leva a diminuicdo dos niveis de adiponectina, reduzindo a ativagao de seus receptores nos
poddcitos. Este processo reduz a ativagao da AMPK causando ainda mais inflamacéao,
desaparecimento dos pés podocitarios e aumento da proteinuria. Modificada de Camara,
Iseki et al. (2017).
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A obesidade também pode levar ao aumento da concentragao de leptina, que
estimula a producéo do fator de crescimento transformador-B (TGF-B), um dos
principais fatores que promovem o acumulo de matriz extracelular e a proliferagdo de
células mesangiais (WANG, CHEN et al., 2015; D'AGATI, CHAGNAC et al., 2016). E
comum que pessoas obesas também apresentem elevados niveis de resistina, uma

adipocina produzida por macréfagos situados no tecido adiposo ou sintetizada
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indiretamente pela acao do Interferon-y (IFN-y) que esta ligada a resisténcia a insulina
em camundongos e humanos (SHARMA, 2009).

Os mecanismos pelos quais o0 aumento do IMC e a obesidade levam a DRC,
independentes das vias hemodinamicas, ainda ndo foram bem elucidados, porém,
estudos sugerem que haja ligagdo com os processos de estresse oxidativo,
inflamacgédo, acumulo de lipidios nos rins e lipotoxicidade (WEINBERG, 2006;
BOBULESCU, 2010; ESCASANY, IZQUIERDO-LAHUERTA et al., 2019).

O acumulo de lipidios em células ndo especializadas, como nas células
renais, pode acarretar em disfuncao celular e lesao tecidual (BOBULESCU, 2010). Os
lipidios acumulados nos rins podem desencadear a geragao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) com alteracbes das vias de sinalizagcao celular e liberagao de fatores
pro-inflamatoérios e profibroticos (IZQUIERDO-LAHUERTA, MARTINEZ-GARCIA et
al., 2016). A inflamagdo no tecido adiposo resulta em lipdlise e hiperlipidemia,
provocando acumulo de AGL em células mesangiais, podocitarias e tubulares renais
(Figura 3) (VLASOVA, PURHONEN et al., 2010; HERMAN-EDELSTEIN, SCHERZER
et al., 2014).

Figura 3. Mecanismos de lesao renal relacionada a obesidade: A dieta rica em gordura
resulta em armazenamento dos triglicerideos no tecido adiposo e em hiperlipidemia sistémica.
Os adipdcitos aumentam de tamanho e nimero, podendo também sofrer apoptose, causando
a inflamagao sistémica de baixo grau, com recrutamento de macrofagos e aumento da
producdo de fatores pro-inflamatérios. Em resposta a hiperlipidemia, ocorre também o
acumulo de acidos graxos livres em células mesangiais, podocitarias e tubulares renais

desencadeando a lipotoxicidade renal. Modificado de Vlasova, Purhonen et al. (2010).
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Um estudo utilizando rins de pacientes submetidos a nefrectomia por tumores,
detectou a presenga de goticulas lipidicas nas células do tubulo proximal daqueles
pacientes com maior IMC, além de correlagdo positiva entre IMC e conteudo de
triglicerideos no tecido renal (BOBULESCU, LOTAN et al., 2014). Com estes
resulados, os autores consideraram que a obesidade esta relacionada com a
esteatose renal e que o acumulo de triglicerideos em individuos com o IMC elevado é
provavelmente um marcador de excesso de acidos graxos livres nos rins
(BOBULESCU, 2010; BOBULESCU, LOTAN et al., 2014).

2.4 LIPOTOXICIDADE RENAL EM MODELOS ANIMAIS

As alteragdes renais e do metabolismo lipidico observadas na obesidade
humana também foram demonstradas em estudos experimentais, principalmente com
0 uso de dietas ricas em gordura (DECLEVES, ZOLKIPLI et al., 2014; LI, LIN et al.,
2015; LEE, KWON et al., 2019). Um dos prinicapis mecanismos envolvidos seria a
lipotoxicidade, com acumulo de AGL e triglicerideos em células parenquimatosas de
multiplos tecidos resultando em disfuncéo e leséo celular cronica (WEINBERG, 2006).

Existe uma gama de estudos com animais que associam o acumulo de
lipideos nos rins e a lipotoxicidade com a disfuncédo celular e tecidual, incluindo
modelos de obesidade, sindrome metabdlica e diabetes mellitus, no entanto, existem
divergéncias entre os estudos experimentais sobre os mecanismos pelos quais se da
essa associagao, isto porque existem variacbes entre os modelos animais
(BOBULESCU, 2010).

Dos varios fatores regulados pelo aumento da gordura visceral, apenas
algumas adipocinas sao reduzidas na obesidade experimental, como é o caso da
adiponectina (KUME, UZU et al., 2007; DEJI, KUME et al., 2009). Estudos
experimentais ao longo das ultimas décadas demonstraram que a dieta rica em
gordura desencadeia albuminuria, declinio progressivo da fungdo renal,
glomerulosclerose e fibrose tubulointersticial, e que os mecanismos patoldgicos
poderiam estar associados a lipotoxicidade (HENEGAR, BIGLER et al., 2001; DEJI,
KUME et al., 2009).

Caes alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram apds 9 semanas,
alteragdes significativas na histologia renal, parametros bioquimicos e funcionais do

rim. Essas mudancas incluiram expansao da capsula de Bowman, proliferagao celular
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nos glomérulos, espessamento da membrana basal glomerular e tubular, aumento da
matriz mesangial e ainda, aumento da expressao de TGF-B no cortex (HENEGAR,
BIGLER et al., 2001). Foram relatados achados glomerulares similares em
camundongos C57BL/6 apos 12 semanas em dieta com alto teor de gordura (60%),
além de alteragbes estruturais e funcionais nos rins caracteristicas do modelo
experimental de sindrome metabdlica (DEJI, KUME et al., 2009).

A patogénese da lesao renal desencadeado pelo aumento acumulo de lipidios
renais esta associada a expressao renal de proteinas de ligacdo do elemento
regulador do esterol (SREBPs) (JIANG, LIEBMAN, LUCIA, LI et al., 2005; JIANG,
WANG et al., 2005). Achados experimentais com camundongos da linhagem C57BL/6
mostraram que o consumo de dieta hiperlipidica com 60% de gordura esta
diretamente relacionado com a expressao renal dos fatores de transcricao SREBP1 e
SREBP2, e que este € um dos principais mecanismos de indugéo da sintese de acidos
graxos e colesterol (JIANG, WANG et al., 2005).

Camundongos com delecdo do gene SREBP1c ficaram protegidos contra o
acumulo de lipidios celulares induzido pela dieta hiperlipidica, confirmando que a
lipotoxicidade também pode ser mediada por altera¢des disfuncionais do metabolismo
lipidico nas células renais, como o aumento da produgcdo das SREBPs (JIANG,
LIEBMAN, LUCIA, PHILLIPS et al., 2005). Uma das alternativas propostas para o
controle do metabolismo lipidico envolve a repressdo da expressao hepatica das
SREBPs através da ativagdo do receptor Farnesoid X (FXR), um receptor nuclear
ativado por acidos biliares. O tratamento com ativador do FXR reduziu o acumulo de
lipidios nos rins e apresentou efeitos anti-inflamatadrios e anti-fibréticos (WANG, JIANG
et al., 2009).

O receptor ativado por proliferador de peroxisomos y (PPARy) € um fator de
transcricdo que atua na diferenciacdo dos adipdcitos e € responsavel por iniciar
adipogénese, regular o armazenamento de gordura podendo induzir a apoptose de
células tubulares (ARICI, CHANA et al., 2003; DESVERGNE, MICHALIK et al., 2006).
Um estudo em modelo de obesidade (dieta com 45% de gordura durante 6 semanas)
em animais heterozigotos para o gene PPARy mostrou que a redugao da atividade
deste fator de transcricdo atenuou as alteragbes causadas pelo acumulo de lipidios
nos rins, sugerindo que esta possa ser uma estratégia terapéutica de prevengao da
DRC na sindrome metabdlica (KUME, UZU et al., 2007).
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A ativacao especifica da AMPK no rim, por meio do tratamento via IP com
AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamida-1-beta-4-ribofuranésido), droga que
estimula a atividade da AMPK, também & uma potencial abordagem para proteger o
rim dos efeitos iniciais da obesidade e da resisténcia insulinica (DECLEVES,
MATHEW et al., 2011). Estudos voltados para a avaliagdo da agdo da AMPK,
mostraram que o consumo de dieta hiperlipidica por camundongos CS57BL/6
promoveu o acumulo de lipidios nos rins, levando ao comprometimento da estrutura
celular tubular, inflamagéo inicialmente caracterizada pelo aumento da MCP-1 e
fibrose (DECLEVES, MATHEW et al., 2011; DECLEVES, ZOLKIPLI et al., 2014). Apos
a ativacdo da AMPK, houve reducdo renal da expansao da matriz extracelular,
diminuicdo da inflamacédo e do acumulo de lipidios. O mecanismo pelo qual tais
beneficios ocorreram envolveram a diminuigao da sintese de lipidios e o aumento da
utilizacdo de AGL para o metabolismo energético (DECLEVES, ZOLKIPLI et al.,
2014).

O depdsito de lipidios no rim contribui para a progressdo de uma possivel
lesao crénica e a captacao lipidica mediada por receptores € crucial nesse processo,
além de outros mecanismos que envolvem a sintese do colesterol (RUAN,
VARGHESE et al., 2009). Recentemente, o desenvolvimento de alteragbes deste tipo
em camundongos foi relacionado com a disfungdo mitocondrial em células endoteliais
glomerulares, células epiteliais dos tubulos proximais e poddcitos. A administragao de
um peptideo mitocondrial estabilizante da membrana, o SS-31, preservou a estrutura
e a fungado das mitocéndrias e consequentemente impediu a lesdo das células renais
e posterior glomerulosclerose (SZETO, LIU et al., 2016).

Essas alteracbes no metabolismo lipidico provocam prejuizos a fungao e
morfologia dos rins e reforcam a hipotese de que o rim é um 6érgao vulneravel a

lipotoxicade e que sofre alteracbes metabdlicas sistemicamente relevantes.

2.5 MODELOS ANIMAIS DE UNINEFRECTOMIA E OBESIDADE

Sao recentes os estudos que avaliaram a lipotoxicidade renal em animais com
apenas um rim (WANG, HE et al., 2012; GAI, 2014; GAIl, HILLER et al., 2014; CHIN,
ITEM et al., 2015; GAI, GUI et al., 2016). O primeiro estudo que avaliou a fungao renal
de animais uninefrectomizados que receberam dieta suplementada com 10% de

gorduras saturadas por 16 semanas, investigou o papel do receptor de membrana
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Scavenger A (SR-A), que foi identificado como principal promotor da endocitose de
lipidios nas células em geral. Neste estudo os animais com sobrepeso apresentaram
albuminuria, fibrose renal e maior expressédo de TGF-B (WANG, HE et al., 2012).

Ao contrario de outros receptores de lipoproteinas, o SR-A néo é regulado via
retroalimentagdo negativa pelo colesterol citoplasmatico, por isso, tem papel
fundamental na formacao de células derivadas de macréfagos preenchidas por lipidios
(células de espuma) (KAMADA, KODAMA et al., 2001; RUAN, MOORHEAD et al.,
2004). No estudo em questao, foi demonstrado que os animais com delegdo do gene
para expressao do receptor SR-A apresentaram atenuagao das alteragdes causadas
pela dieta hiperlipidica atribuida a reducdo do acumulo de lipidios nos rins, menor
estresse oxidativo e menor inflamagao. Além disso, concluiu-se que o receptor SR-A
presente em células epiteliais tubulares no rim inicia o processo de estresse oxidativo
induzido por lipidios e a liberagdo de MCP-1, o que leva ao recrutamento de mais
leucécitos circulantes promovendo a fibrose renal (WANG, HE et al., 2012).

Outros estudos utilizaram camundongos machos C57BL/6 que apds
nefrectomia do rim esquerdo consumiam dieta com maior teor de gordura, 60%, por
20 semanas. Verificou-se que a uninefrectomia seguida de dieta com alto teor de
gordura provocou glomerulosclerose caracterizada pelo aumento da area de matriz
mesangial e fibrose intersticial, além do aumento da creatinina sérica, expressao de
angiotensina |, glicose e insulina (GAI, HILLER et al., 2014; CHIN, ITEM et al., 2015).
A analise da expressao génica no rim dos camundongos indicou que a obesidade leva
a mais alteracdes do que a uninefrectomia e que a dieta hiperlipidica levou ao aumento
de um grupo de genes relacionados ao metabolismo lipidico e ao transporte pela
membrana. No entanto, a combinacao das duas condi¢des incluiu o remodelamento
do citoesqueleto, adeséo celular e genes envolvidos na fibrogénese (GAI, 2014; GAl,
HILLER et al., 2014). Além disso, alteragbes na via de sinalizagdo do FXR foram
associadas ao metabolismo lipidico e a progressao da lesao renal (GAI, HILLER et al.,
2014).

O FXR desempenha papel importante na regulagcdo dos acidos bliares,
colesterol e lipidios e no metabolismo da glicose no figado e no intestino (WANG,
JIANG et al., 2009; WANG, JIANG et al., 2010; HU, REN et al., 2012). No entanto, o
papel deste receptor, foi amplamente abordado em um estudo recente que investigou
0 papel protetor da sua ativagao contra o dano renal induzido pela obesidade apés

uninefrectomia (GAI, GUI et al., 2016). Neste estudo, foram avaliados camundongos
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fémeas da linhagem C57BL/6 uninefrectomizadas e submetidas a dieta com 60%
gordura por 16 semanas. Os animais obesos apresentaram disfungao renal, com
expansado mesangial, lesdo tubular, fibrose intersticial e estresse oxidativo, enquanto
0s animais obesos com apenas um rim, tinham graus mais acentuados de lesdo (GAl,
GUl et al., 2016). A ativacao de FXR nos tubulos proximais dos camundongos obesos
protegeram o rim do dano renal induzido pela lipotoxicidade dos AGL e inibiu o
acumulo de lipidios nos rins, mostrando que esta pode ser uma estratégia alternativa
no controle da lesao renal por obesidade (WANG, JIANG et al., 2009; WANG, JIANG
et al., 2010; GAI, GUI et al., 2016).

2.6 EFEITO RENOPROTETOR DO FENOFIBRATO

Nas ultimas décadas estudos experimentais vém investigando cada vez mais
o papel dos AGL na promocao da lesdao renal. O PPAR (Receptor ativado por
proliferador de perossissomo) € um receptor nuclear que pode ser ativado por varios
ligantes, incluindo os fibratos e os AGL (GUAN E BREYER, 2001). Uma vez
interagindo com seus ligantes, o PPAR forma um heterodimero com o Receptor
Retinoid X (RXR) que se liga as regides especificas do acido desoxirribonucleico
(DNA) estimulando a transcricdo de genes especificos do metabolismo dos lipidios,
envolvendo a absorgéo, ligacdo e oxidagdo de AGL, montagem de lipoproteinas e
transporte de lipidios (Figura 4) (GUAN, 2004; PARK, ZHANG et al., 2006).

O receptor ativado por proliferador de peroxissomo a (PPARa) € o principal
fator transcricional que regula os lipidios intracelulares através do controle
transcricional direto dos genes envolvidos nas vias peroxissémicas e mitocondriais da
oxidagdo dos acidos graxos, na captacdo dos mesmos e no catabolismo de
triglicerideos (CHUNG, LEE et al., 2018). O papel do PPARa no desenvolvimento de
doencas renais tem sido investigado recentemente por meio do uso do fenofibrato. O
fenofibrato € um medicamento indicado para o tratamento da hipertrigliceridemia,
derivado do acido fibrico, que ativa o PPARa e reduz os AGL em humanos (KEECH,
SIMES et al., 2005; REASNER, 2006; DAVIS, TING et al., 2011).
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Figura 4. Mecanismo de ativagao do PPAR pelo fenofibrato: Os PPARs formam
heterodimeros que se ligam em sequencias de DNA chamadas de "elementos responsivos a
proliferadores de peroxissomos" presentes no promotor de varios genes alvo, o que leva a

transativacéo ou transrrepresséo de varios genes.
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Em nefropatias progressivas, como a nefropatia diabética, o inibidor do
ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) foi identificado como um mediador crucial da
fibrose intersticial e glomerulosclerose e o uso do fenofibrato foi capaz de reduzir seus
niveis plasmaticos em pacientes com esta condigdo (OKOPIEN, HUZARSKA et al.,
2005). Além disso, a utilizagao clinica de fenofibrato em pacientes diabéticos tipo 2
resultou em reducdo da progressao da microalbuminuria (ANSQUER, FOUCHER et
al., 2005).

Estudos experimentais avaliaram a agéo do fenofibrato sobre a fungéo renal
em animais que se alimentavam com dieta hiperlipidica e mostraram efeito
renoprotetor (CHEN, ZHANG et al., 2006; SHIN, LIM et al., 2009). Com a ativagao do
PPARa pelo fenofibrato foi possivel reduzir o dano renal lipotdéxico causado pela
obesidade em ratos espontaneamente hipertensos alimentados com dieta
hiperlipidica e reduzir a hipertrofia glomerular de camundongos diabéticos obesos
(PARK, ZHANG et al.,, 2006; SHIN, LIM et al., 2009). Foi demonstrado que o
fenofibrato administrado em camundongos diabéticos dislipidémicos, diminui a
expressao de citocinas, incluindo IL-6, MCP-1, IFN-y e TNF-a acompanhada por uma
diminuicao dos niveis plasmaticos de proteina C reativa (KRYSIAK, GDULA-DYMEK
etal., 2011).
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Além de atenuar a albuminuria e a esclerose glomerular, o tratamento com
fenofibrato aumenta a expressao de genes lipoliticos, que promovem a lipélise renal,
e as defesas antioxidantes em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
(TANAKA, KUME et al., 2011). Ja em um modelo de GRO, o tratamento com
fenofibrato atenuou significativamente anormalidades histolégicas como a deposigao
de fibronectina, colageno tipo | e IV, e a infiltragdo de macréfagos no intersticio
(TANAKA, KUME et al., 2011). Com o aumento dos AGL, foi observado aumento da
expressao de genes ligados a sintese de fibronectina, PAI-1 e MCP-1. O tratamento
com fenofibrato inibiu da expresséo desses genes se mostrando efetivo contra a leséo
tubulointersticial em doenga renal proteinurica sugerindo seu potencial como uma
nova estratégia terapéutica contra o inicio e a progressao da DRC (TANAKA, KUME
etal., 2011).

A dislipidemia e o acumulo de lipidios intra-renais acompanhados de
albuminuria, inflamagao e apoptose no rim de um modelo animal de hipertensao e
obesidade foram relacionados a diminuicdo da expressdo de PPARa no rim. Neste
mesmo estudo, o tratamento com fenofibrato melhorou a hipertensao, dislipidemia e
a lipotoxicidade induzidas por dieta hiperlipidica e protegeu contra o estresse oxidativo
e a lipoapoptose (CHUNG, LIM et al., 2012).

A deficiéncia do PPARa em modelo de obesidade induzida pela dieta
hiperlipidica em ratos e camundongos foi associada com o aumento da lipotoxicidade
renal (PARK, ZHANG et al., 2006; SHIN, LIM et al., 2009). Relatos anteriores
mostraram que a deficiéncia de PPARa resultou em expressédo elevada do fator
nuclear kappa B (NF-kB), um importante fator de transcricdo pro-inflamatorio,
enquanto sua ativagado mediada pelo fenofibrato, impediu a agdo de genes da resposta
inflamatoria pela inibigdo da sinalizacdo do NF-kB e da proteina ativadora 1 (AP-1)
(DELERIVE, FRUCHART et al., 2001; BABAEV, ISHIGURO et al., 2007).

Em um modelo de rato obeso, a reducao da expressao do PPARa no rim e
das enzimas relacionadas a sua traducao foram associadas ao envelhecimento e
acumulo de lipidios no rim (CHUNG, LEE et al., 2018). Além disso, camundongos
knock out para produgdo do PPARa (-/-) apresentaram maior deposi¢ao de lipidios
nas células epiteliais tubulares renais com formacao de goticulas lipidicas seguida de
fibrose renal (CHUNG, LEE et al., 2018).

Em um modelo agudo de hipertensao, animais uninefrectomizados foram

tratados com fenofibrato durante 7 dias com dose de 500 mg/kg/dia por via
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intragastrica. Demosntrou-se que mecanismos renais anti-inflamatoérios dependentes
da IL-6 foram capazes de reduzir significativamente a pressao arterial e a excregao
de albumina, porém, estes animais ndo apresentavam excesso de peso (LEE,
WILSON et al., 2011).

Embora a via pela qual atua o fenofibrato possa nao ser a principal e
predominante na patogénese da lesdo renal causada pela obesidade, a modulagao
da expressao dos fatores associados (PAI-1, IL-6, Adiponectina, Leptina, MCP-1, NF-
kB, AP-1, TNF-a e Proteia C reativa), bem como a consequente agdo sobre as
alteragdes histolégicas (fibronectina, colageno tipo | e 1V, infiltracdo de macrofagos)
pode ser considerada potencialmente favoravel no entendimento da fisiopatologia da
lipotoxicidade renal causada pela dieta rica em gordura em associagdo com a

sobrecarga funcional causada pela redugao de massa renal.

2.7 AGAO DO FGF-21

O FGF-21, membro da familia FGF, desempenha um importante papel no
metabolismo lipidico e pode ser considerado um fator de resposta ao estresse celular,
uma vez que alteracdes nas organelas citoplasmaticas estimulam sua expressao
(DOSTALOVA, HALUZIKOVA et al., 2009; SUASSUNA, DE PAULA et al., 2019). O
FGF-21 foi descoberto como um regulador da captagéo de glicose em camundongos
e sua superexpressao impedia o ganho de peso no modelo de obesidade (SEO E KIM,
2012; LI, ZHANG et al., 2013).

Um pan agonista dos PPAR’s caracterizado anteriormente, o MHY2013, teve
seus efeitos no figado descritos em um modelo de obesidade. Camundongos
geneticamente obesos (db/db) apresetaram alteragbes graves em seus perfis
metabdlicos no sangue, incluindo dislipidemia. O MHY2013 reduziu os niveis séricos
de triglicerideos e acidos graxos nao esterificados neste modelo, independente da
redugcdo do peso corporal. Alem disso, o pan agonista dos PPAR’s, por ativar
diretamente o PPARa, se mostrou eficaz na redugédo dos trigliceridos no figado,
relacionado com o aumento da fosforilagdo de AMPK e da transcricdo do FGF-21 (AN,
LEE et al., 2017).

A expressao hepatica do FGF-21 é regulada pelo PPARaq, que por sua vez é
ativado pelos AGL. Trés fatores de transcricdo sdo necessarios para indugao da

expressao do FGF-21 no figado: o receptor do hormdnio tireoidiano 3 (TRB), o RXR e
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o PPARa (ADAMS, ASTAPOVA et al., 2010). Camundongos que superexpressavam
FGF-21 no figado apresentaram reducdo das concentracbes plasmaticas de
triglicerideos e foram resistentes ao ganho de peso quando alimentados com dieta
com alto teor de gordura (KHARITONENKOV, SHIYANOVA et al., 2005).

A administragcdo de FGF-21 promoveu aumento da utilizagdo de gordura e
maior gasto de energia em camundongos obesos por dieta hiperlipidica. Os mesmos
apresentaram reducdo das concentragdes séricas de lipidios e concentracdes
hepaticas de triglicerideos (KHARITONENKOV, SHIYANOVA et al.,, 2005). Outro
estudo semelhante demonstrou que a diminuigdo nas concentragdes de triglicerideos
hepaticos era acompanhada pela diminuigdo da expressao de genes relacionados a
lipogénese (XU, LLOYD et al., 2009).

Evidéncias experimentais sugerem que a FGF-21 participa positivamente das
vias inflamatérias relacionadas a lipotoxicidade, sua deficiéncia aumenta a inflamacao
sistémica enquanto sua expressdo em larga escala foi associada a efeitos anti-
oxiativos (ADAMS, ASTAPOVA et al., 2010; PLANAVILA, REDONDO et al., 2013;
ZHANG, SHAO et al., 2013). O FGF-21 é preferencialmente expresso no figado, mas
também pode ser expresso no tecido adiposo, coragao e nos rins (KIM, LEE et al.,
2013; PLANAVILA, REDONDO et al., 2013).

Em um estudo que avaliou a fungao e a regulacdo do FGF-21 na patogénese
da lesao renal aguda induzida por cisplatina, demonstrou-se que a supressdo FGF-21
agravou a lesao renal tubular, enquanto a suplementacdo do receptor do FGF-21
(rFGF21) protegeu contra a nefrotoxicidade da cisplatina (LI, LIU et al., 2018).

O FGF-21 reduziu a expresséo génica de citocinas pro-fibréticas, incluindo
colageno tipo IV, inibidor de ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) e fator de
crescimento transformador (TGF-) no rim de um modelo experimental de diabetes
(KIM, LEE et al., 2013). Acredita-se que a disfungéo renal possa ser iniciada com a
apoptose de células tubulares renais e que a administracao de FGF-21 tenha um efeito
anti-apoptoético. Em um modelo animal de lesdo renal causada pela hiperlipidemia, o
FGF-21 reduziu o acumulo de lipidios nos rins, preveniu contra inflamacgao, estresse
oxidativo, fibrose e apoptose (ZHANG, SHAO et al., 2013). O FGF-21 também pode
prevenir a fibrose induzida por hiperglicemia nas células mesangiais renais (KIM, LEE
et al., 2013), sugerindo ser um agente protetor contra os danos frequentemente

encontrados em pacientes com DRC.
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Em modelos de nefropatia diabética, a administracédo diaria de uma pequena
dose de FGF-21 promoveu a melhora da fungao renal e das alteragdes morfologicas
dos glomérulos (LI, GUO et al., 2017). Além disso, a reposi¢dao rFGF21 promoveu
melhora das alteragdes lipidicas no rim, incluindo lesdes por estresse oxidativo
(ZHAO, WANG et al., 2017). O FGF-21 foi considerado mediador na via de protecao
contra o dano renal nesse modelo, quando realizado o tratamento com fenofibrato
(CHENG, ZHANG et al., 2016).

O fenofibrato é um agonista de PPARa e induz o aumento da expressao
hepatica de FGF-21, assim como medicamentos antidiabéticos, que podem mediar
outros efeitos benéficos (ONG, RYE et al., 2012; KIM E LEE, 2015). O tratamento com
fenofibrato reduziu os marcadores de fibrose, estresse oxidativo e inflamacgao, além
de reduzir o peso renal e a area glomerular desse modelo (ZHANG, SHAO et al., 2013;
CHENG, ZHANG et al., 2016). No entanto, quando animais knock out para o FGF-21
e diabéticos foram avaliados, nenhuma das alteragbes foram melhoradas com o
tratamento. Concluiu-se que o efeito do fenofibrato nos danos renais induzidos pelo
diabetes sao dependentes do FGF-21 (CHENG, ZHANG et al., 2016).

Um fato que chama atencdo € que no modelo de nefropatia diabética, a
melhora do perfil lipidico, mediada pelo fenofibrato, é independente da expressao do
FGF-21 (CHENG, ZHANG et al., 2016; ZHANG, CHENG et al., 2016). O FGF-21 pode
suprimir diretamente os niveis de triglicerideos e o acumulo de lipidios nos tecidos
renais, sem suprimir os niveis plasmaticos de triglicerideos (ZHANG, SHAOQO et al.,
2013). Isso sugere que o efeito renoprotetor do FGF-21 deve-se, em grande parte, a
seus efeitos redutores de lipidios, especificamente no rim, e ndo através da reducéo
sistematica de lipidios (ZHANG, SHAO et al., 2013; CHENG, ZHANG et al., 2016;
ZHANG, CHENG et al., 2016).

Os dados clinicos encontrados na literatura contrastam fortemente com o
papel protetor do FGF-21 apresentado nos estudos experimentais. Em estudos
clinicos, os niveis séricos de FGF-21 aumentaram progressivamente com a perda da
funcao renal e em pacientes com DRC, niveis mais altos de FGF-21 sérico foram
correlacionados com pior perfil metabdlico, maiores marcadores inflamatérios, mais
comorbidades e maior mortalidade (ANUWATMATEE, TANG ET AL., 2019;
SUASSUNA, DE PAULA et al., 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

E grande a preocupacao sobre os riscos envolvidos na nefrectomia unilateral
e suas consequéncias em longo prazo, principalmente nos doadores de rim que se
tornam obesos apds a doagdo. Estudos indicam que o individuo obeso é mais
suscetivel ao desenvolvimento de DRC, e que o excesso de peso pode reduzir
areserva renal (néfrons remanescentes) dos doadores que evoluem com obesidade
apo6s a nefrectomia.

A ativacado do PPARa, por meio do fenofibrato, foi considerado efetivo contra
a leséo tubulointersticial causada pela obesidade. Para melhor esclarecimento dos
mecanismos fisiopatologicos da lipotoxicidade renal causada pela dieta rica em
gordura em associagdo com a sobrecarga funcional causada pela uninefrectomia,
decidimos avaliar a agado do tratamento com fenofibrato sobre a fungdo e morfologia

da massa renal remanescente neste modelo.

4 HIPOTESE DO ESTUDO

A hipotese do estudo é de que, apds a indugao da obesidade, os animais
uninefrectomizados por apresentar reserva funcional renal diminuida serdo mais
susceptiveis a apresentarem as consequéncias da lipotoxicidade renal em
comparagdo com o0s animais uninefrectomizados com peso normal. E que, o
tratamento com fenofibrato, por meio da ativacao do PPARa trara beneficios a funcao
renal por agir nas vias inflamatorias relacionadas ao processo de lesédo causada pelo

excesso de lipidios.

5 OBJETIVOS

Os objetivos foram divididos em geral e especificos.

5.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo foi avaliar as consequéncias da obesidade induzida pela dieta

hiperlipidica sobre a reserva renal (fungdo e morfologia) de camundongos C57BL/6
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uninefrectomizados (modelo experimental que simula o contexto do paciente doador

renal) e avalia-los apos ao tratamento com o fenofibrato, um ativador do PPARa.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Acompanhar a progressao para obesidade pelo consumo, ganho energético,
ganho de peso, acumulo de gordura e indice de Lee dos animais;

Analisar os marcadores da fungao renal: proteinuria de 24h, creatinina sérica e
depuracéao da creatinina;

Analisar o perfil lipidico: triglicérides, colesterol e fragbes;

Avaliar a morfologia renal quanto a presenca de expansdao mesangial e fibrose
intersticial;

Avaliar a deposigao de lipidios (colesterol e triglicerideos) no tecido renal;

Mensurar adiponectina e leptina no tecido renal;

Avaliar a resposta inflamatéria no tecido renal pela presencga de PAI-1, IL-1[3, IL-6,
MCP-1, IFN-y e FGF-21.

6 MATERIAL E METODOS

A metodologia foi especificada em diferentes tépicos para melhor entendimento

dos pricedimentos experimentais realizados.

6.1 ANIMAIS

Foram utilizados 160 camundongos C57BL/6, machos, com 8 semanas de
idade, pesando de 25g a 30g. Os animais foram obtidos a partir das colbénias do
Biotério do Centro de Biologia da Reprodug¢ao na Universidade ederal de Juiz de Fora
(CIAEP 02.0048.2019), onde os experimentos foram conduzidos. Apos o desmame
com 3 semanas, os animais foram acondicionados em gaiolas individuais de
polipropileno, providas de camas de maravalha e alojados em estantes climatizadas
(Alesco Industria e comércio Ltda., Monte Mor, Brasil). A agua e a ragdo foram
oferecidas a vontade e a temperatura ambiente mantida ao redor de 22°C, com
iluminagdo natural e lampadas fluorescentes controladas automaticamente para

acenderem as 6h e apagarem as 18h.
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Os procedimentos necessarios para a realizagao do trabalho estdo de acordo
com a lei federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, com a regulamentagdo do
Conselho Nacional do Controle Experimentagdo Animal e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Juiz de Fora,
conforme protocolos n° 034/2016 e 046/2018.

6.2 UNINEFRECTOMIA

Com 8 semanas de idade os animais foram aleatoriamente designados para
uninefrectomia ou cirurgia controle (Sham). Para uninefrectomia, os camundongos
foram anestesiados com a associagao de xilazina (Koénig S.A, Avellaneda, Argentina)
na dose de 10mg/kg e cetamina (Kénig S.A, Avellaneda, Argentina) na dose de
90mg/kg. O rim esquerdo foi removido cirurgicamente através de incisdo abdominal
mediana realizada sobre placa aquecida. A glandula suprarrenal foi cuidadosamente
liberada a partir do polo superior da capsula renal antes do pediculo renal ser
desligado e o rim removido (WANG, HE et al., 2012). Para a cirurgia Sham, o rim foi
descapsulado sem ser retirado (GAl, GUI et al.,, 2016). Durante o procedimento
cirurgico os animais foram re-hidratados com solugdo salina (0,9% de NaCl). Apés a
cirurgia todos os animais receberam dose Unica do analgésico Tramadol (12,5 mg/kg)
via subcutanea. A analgesia pos-operatoria constou de Tramadol (Laboratérios Pfizer
Ltda., Guarulhos, Brasil) na forma de biscoito (3 mg/unidade de 5g) (Petfarma, Juiz de
Fora, Brasil) por 3 dias e Paracetamol (EMS, Hortolandia, Brasil) na agua (1 mg/ml)
por 4 dias. Os animais, foram examinados de hora em hora durante as 6 primeiras
horas e diariamente na primeira semana apos a cirurgia. Durante todo o periodo de

experimento os animais ficaram alojados em gaiolas individuais.

6.3 INDUGCAO DA OBESIDADE

A obesidade foi induzida por meio de dieta hiperlipidica com 60% de energia
proveniente das gorduras totais (origem animal) fornecendo um aporte energético de
5.625 Kcal/Kg (Pragsolugbes S.A., Jau, Brasil) (WANG, HE et al., 2012) (Tabela 1). A
dieta normocaldrica utilizada como controle continha 5% de gorduras totais e 3.860
Kcal/kg de aporte energético (Nuvilab, Curitiba, Brasil) (Tabela 1). Os animais foram

acompanhados durante 20 semanas a partir do primeiro dia apds a cirurgia.
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Tabela 1. Quadro comparativo da composigéo nutricional em % das dietas normocaldrica e

hipecalipidica
Componentes Racao normocalédrica Racgao hiperlipidica
Matéria Mineral 9% 7,8%
Proteina bruta 22% 27,7% (Isolada da soja)
Extrato etéreo 5% 37,3%
Fibra bruta 7% 0%
Carboidratos 57% 27,2% (8,6% sacarose)
Total Kcal’kg 3.860 5.625

6.4 TRATAMENTO COM FENOFIBRATO

O fenofibrato (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) foi adicionado a dieta controle e
a dieta hiperlipidica na proporgéao de 0,02% (20 mg/kg/dia aproximadamente baseado
no consumo diario de ragao). A dieta foi oferecida a vontade aos animais a partir da
102 semana de experimento e o tratamento persistiu por mais 10 semanas (Figura 5)
(TANAKA, KUME et al., 2011; CHUNG, LIM et al., 2012; HONG, LIM et al., 2014).

6.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 160 camundongos foram randomicamente divididos em seis grupos

conforme delineamento experimental (Figura 5):

Sham (n=30): Neste grupo, 30 animais foram submetidos a cirurgia simulada, na qual
o rim esquerdo foi desencapsulado, sem a retirada de nenhum 6rgao. Estes animais
receberam dieta normocaldrica durante todo experimento e foram realizadas
eutanasias na 10® semana (n=10) e na 20® semana (n=20).

Sham OB (n=30): Neste grupo, 30 animais foram submetidos a cirurgia simulada, na
qual o rim esquerdo foi desencapsulado, sem a retirada de nenhum 6érgdo. Estes
animais receberam dieta hiperlipidica durante todo experimento e as eutanasias foram

realizadas na 102 semana (n=10) e na 20% semana (n=20).
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Sham OB FFTO (n=20): Neste grupo, 20 animais foram submetidos a cirurgia

simulada, na qual o rim esquerdo foi desencapsulado, sem a retirada de nenhum
orgao. Estes animais receberam dieta hiperlipidica durante 10 semanas e dieta
hiperlipidica suplementada com 0,02% de fenofibrato durantes as 10 semanas
seguintes. Ao final da 20® semana os animais foram eutanasiados.

Doador (n=30): Neste grupo, 30 animais foram submetidos a cirurgia de
uninefrectomia, na qual o rim esquerdo foi removido. Estes animais receberam dieta
normocalérica durante todo experimento e foram realizadas eutanasias na 102
semana (n=10) e na 20% semana (n=20).

Doador OB (n=30): Neste grupo, 20 animais foram submetidos a cirurgia de
uninefrectomia, na qual o rim esquerdo foi removido. Estes animais receberam dieta
hiperlipidica durante todo experimento e foram realizadas eutanasias na 10? semana
(n=10) e na 20% semana (n=20).

Doador OB FFTO (n=20): Neste grupo, 20 animais foram submetidos a cirurgia de

uninefrectomia, na qual o rim esquerdo foi removido. Estes animais receberam dieta
hiperlipidica durante 10 semanas e dieta hiperlipidica suplementada com 0,02% de
fenofibrato durantes as 10 semanas seguintes. Ao final da 20? semana os animais

foram eutanasiados.

Figura 5. Delineamento experimental: Sham: cirurgia simulada. OB: Animais que receberao
dieta hiperlipidica para inducdo da obesidade. FFTO: Animais que serdo tratados com
fenofibrato.
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6.6 PROCEDIMENTOS DE EUTANASIA

No dia anterior as eutanasias, os animais foram mantidos em gaiolas
metabodlicas por 24 horas para coleta de urina. No dia seguinte, pesados e
anestesiados com a associagao de xilazina (10mg/kg) e cetamina (90mg/kg) aplicadas
via intraperitoneal. Foi realizada pungéo cardiaca para obtencdo de sangue e em
seguida os animais foram eutanasiados por ruptura do diafragma (CLOSE, BANISTER
etal., 1997).

As amostras de sangue e urina foram centrifugadas a 3.000rpm durante 10
minutos em centrifuga refrigerada automatica (Sorvall, Suwanee, EUA). Ambas as
amostras foram acondicionadas em tubos criogénicos sob refrigeragdao a -80°C em
ultra freezer vertical (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) para posterior analise.

Apos eutanasia dos animais, o rim direito foi retirado e pesado em balanca de
precisao (Ohaus Corporation, Sdo Bernardo do Campo, Brasil). Metade do rim foi
fixada em formol 10% destinado a histologia e outra metade dividida em duas partes.
Uma dessas partes foi rapidamente colocada em solucdo tamponada RNAlater®
(Qiagen, Inc. Ambion, Austin, TX) e armazenado a -80°C para posterior analise do
DNA por qRT-PCR. A segunda parte foi congelada a -80°C para avaliagdo do

conteudo de lipidios no tecido.

6.7 PARAMETROS AVALIADOS

Foram avaliados os seguintes parametros:

6.7.1 CONSUMO E GANHO ENERGETICO

O consumo alimentar foi estimado em gramas (g) em balanga analitica (Bel
Equipamentos Analiticos Ltda., Piracicaba, Brasil), a cada 4 semanas, a partir da
pesagem das sobras de ragao oferecida em quantidade conhecida no dia anterior.
Foram realizados os calculos das médias do consumo diario de cada animal (g/dia) e
do ganho energético, expresso pela quantidade de Kcal consumidas diariamente
(Kcal/dia).
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6.7.2 GRAU DE OBESIDADE

Foram realizadas avaliagbes de peso, registrando-se de 4 em 4 semanas, 0
peso em gramas (g) de cada animal, em balanga analitica (Bel Equipamentos
Analiticos Ltda., Piracicaba, Brasil). O ganho de peso foi calculado a partir da
subtragdo = peso final — peso inicial. As gorduras retroperitonial e epididimaria foram
retiradas e pesadas em balancga de precisdo (Ohaus Corporation, Sdo Bernardo do
Campo, Brasil). No dia da eutanasia, os animais anestesiados foram medidos com
auxilio de uma régua. O comprimento naso-anal foi mensurado em centrimetros (cm)
e utilizado para o calculo do indice de Lee = (raiz cubica (3V) do peso corporal
(g)/comprimento naso-anal (cm) x 1000) (DUBUC, 1976; ROGERS E WEBB, 1980).
O grau de obesidade foi avaliado pelo peso absoluto, ganho de peso, peso da gordural
retroperitonial e epididimaria, peso renal e indice de Lee nos pontos de interesse do

estudo, 102 e 202 semanas apods a nefrectomia/cirurgia controle.

6.7.3 FUNGAO RENAL

No dia anterior as eutanasias, os animais foram mantidos em gaiolas
metabdlicas, onde foi mensurado o volume total de diurese através da coleta de urina
de 24 horas. Foram realizadas as dosagens de proteina e creatinina urinarias. Para a
dosagem das proteinas urinarias foi utilizado o método vermelho de pirogalol
(Sensiprot, Labtest, Lagoa Santa, Brasil) com leitura feita em aparelho de ELISA
(Spectra Max 190, Molecular Devices, EUA), com absorbancia de 580 nm. A
quantificacdo da proteinuria de 24 horas foi expressa em mg/24h. A dosagem da
creatinina urinaria foi realizada pelo método de Jaffé modificado (Creatinina K,
Labtest, Lagoa Santa, Brasil), com leitura em aparelho de ELISA (Spectra Max 190,
Molecular Devices, EUA), em uma absorbancia de 520 nm.

A creatinina sérica foi mensurada utilizando a mesma técnica da dosagem
urinaria, método de Jaffé modificado, e os resultados expressos em mg/dL. A
depuracdo da creatinina foi calculada pela diferenga entre o produto da creatinina
urinaria e o fluxo urinario de 24 horas, divididos pelo valor da creatinina sérica. Os

valores obtidos foram expressos em ml/min.
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6.7.4 LIPIDEMIA

As concentragdes de triglicerideos (TRGL, Cobas ¢111, Roche Diagnostics),
colesterol total (CHOLZ2, Cobas, Roche Diagnostics) e fragdes (LDL e HDL, Cobas,
Roche Diagnostics) foram determinadas no soro, apds 20 semanas de experimento,
pelo teste enzimatico colorimétrico utilizando o sistema cobas ¢ 111 (Roche

Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Suiga).

6.7.5 PRESENGA DE LIPiDIOS NOS RINS

O conteudo lipidico foi extraido de uma amostra de tecido renal e os teores
de triglicerideos e colesterol foram determinados (DELANEY, NICOLOSI et al., 2003;
KUME, UZU et al., 2007; SHIN, LIM et al., 2009). Uma por¢ao de aproximadamente
35mg de rim foi homogeneizada com 500uL da solugao cloroférmio/metanol (2:1)
utilizando beads de zircdnio de 1.4mm em homogeneizador de tecidos (Precellys 24,
Bertin Instruments, Montigny-le-Bretonneux, France). Foram entdo adicionados mais
1mL da solugéo cloroférmio/metanol (2:1) e 250 pL de agua. Os tubos foram agitados
em agitador automatico (Variable Speed Vortex Mixer, Connecticut, USA) e apés 10’
de descanso foram centrifugados por 5’ a 3000 rpm. A camada inferior foi transferida
para um novo tubo que permaneceu overnight em mini-incubadora digital a 45°C
(Benchmark Scientific, Sayreville, USA). Apés evaporada a solugao, 100uL de alcool
isopropilico foi adicionado as amostras, submetido a agitacdo e colocado em banho
maria a 45°C durante 30 minutos para solubilizar os lipidos. Apds a incubacéo e
novamente agitacdo das amostras, as concentragdes de colesterol total e
triglicerideos foram determinadas enzimaticamente utilizando o teste enzimatico
colorimétrico (Colesterol Liquiform e Triglicérides Liquiform, Labtest, Lagoa Santa,
Brasil) (TANAKA, KUME et al., 2011; HONG, LIM et al., 2014).

6.7.6 MORFOLOGIA RENAL

A metade do rim direito, destinada a histologia, foi fixada em formol 10%. Apos
a retirada do formol, o tecido foi embebido em paraplast (Erviegas, Sao Paulo, Brasil)
para obtencao dos blocos histolégicos. Os blocos foram cortados em micrétomo de

rotacdo (Microm, Walldorf, Alemanha) obtendo-se cortes de cinco micrometros (u),
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alocando-se 1 corte em cada lamina. Foram utilizadas laminas histologicas para
microscopia (Easypath, Indaiatuba, Brasil) que foram submetidas as coloragdes de
Hematoxilina-eosina e Sirius-red (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). As laminas foram
examinadas e fotografadas com um microscopio Axio Scope.A1 (Carl Zeiss,
Goettingen, Alemanha) acoplado a uma camera digital para microscopio utilizando o

software original do sistema Amscope (Amscope MU1000, Irvine, EUA).

6.7.6.1 Glomerulopatia

A avaliagdo da presenca de alteragbes glomerulares foi realizada por
observador sem o conhecimento do grupo ao qual o animal pertencia. As laminas de
5 animais de cada grupo, com a coloragdo de Hematoxilina-eosina, foram utilizadas
para analise. Foram fotografados 10 glomérulos que continham o pdélo vascular por
cada lamina sob aumento de 40x. Na analise qualitativa, os glomérulos foram
analizados e classificados como “sem expansdo mesangial” ou “com expansao
mesangial”. Também foi realizada morfometria para quantificagdo da area glomerular
utilizando o software Imaged 1.52n, expressa em pixels (National Institutes of Health,
Bethesda Softworks, Rockville, EUA) (WANG, JIANG et al., 2009; KIM, VAZIRI et al.,
2010).

6.7.6.2 Fibrose intersticial

A fibrose intersticial renal foi quantificada na coloragéo de Sirius Red sob a luz
polarizada e considerada presente pela presenga de areas positivas (cor vermelha) e
refringentes. Foram analizadas 10 fotomicrografias do cotex renal por animal, 5
animais de cada grupo, sob aumento de 20x. As areas vermelhas brilhantes, foram
quantificadas utilizando o software Imaged 1.52n (National Institutes of Health,
Bethesda Softworks, Rockville, EUA). O resultado da analise foi representado pela
proporgcao da area positiva/area total da lamina. Em seguida, a média aritmética da
area positiva nos campos analisados foi calculada para cada lamina (JIANG, WANG
et al., 2005; WANG, CHEN et al., 2015).
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6.7.7 CITOCINAS, HORMONIOS E PROTEINAS NO TECIDO RENAL

Uma porg¢ao de aproximadamente 35mg de tecido renal foi macerado em 1 ml
de tampéao (RIPA) a 4°C, para avaliacdo da quantidade de proteinas utilizado o kit
Micro BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Essa amostra foi

utilizada para dosagem de citocinas, horménios e proteinas.

6.7.71 Adipocitocinas

A concentracdo de citocinas e hormdnios presentes no tecido foram
analisadas por ELISA utilizando o kit MADCYMAG-72K-04 (Merck, Barueri, Brasil)
para dosagem de adiponectina, leptina, resistina e PAI-1. O ensaio foi realizado no
equipamento Bioplex 200 Systems com o software Bio-Plex Manager 5.0 (Biorad,
Hercules, EUA) (CHEN, ZHANG et al., 2006; PARK, ZHANG et al., 2006; LEE,
WILSON et al., 2011). Os resultados foram expressos em pg/mg de proteinas no

tecido renal.

6.7.7.2 Mediadores inflamatorios

A pesquisa da expressao de genes de interesse no rim através da técnica de
reacado em cadeia da polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (QRT-PCR) foram
realizadas no Laboratério Imunologia Clinica e Experimental, UNIFESP, Sao Paulo
(LICE-UNIFESP). Utilizamos o sistema TagMan (Applied Biosystems, Branchburg,
New Jersey, USA) de amplificagcdo que se constitui de uma mistura comercial de
reagentes utilizados para a PCR (TagMan Universal PCR Master Mix - Applied
Biosystems) e mix de primers e sondas especificos “sintetizados” (Assayon-demand
20x - Applied Biosystems). No sistema TagMan o fluoréforo (FAM) que reporta a
amplificacado, encontra-se ligado a sonda e ndo aos primers. Em consequéncia, cada
sonda que se hibridiza ao DNA complementar (cDNA), com subsequente extenséo,
gera o sinal referente a amplificacdo de apenas uma molécula alvo.

Todas amostras foram feitas em ftriplicata, contendo um volume final de
reacao de 10uL, dos quais 5uL de TagMan Universal PCR Master Mix, 1uL de cDNA
de cada amostra, 0,5uL de mix de primers e sondas e por fim 10 uL de agua ultrapura.

Quanto a técnica, as reacdes foram realizadas em termocicladora 7500 Real Time



49

PCR System (Applied Biosystem, Cingapura). Uma relagdo comparativa entre os
ciclos da reacgéo (CT) foi usada para determinar a expresséo génica do gene alvo em
relagcdo ao gene controle HPRT (Hypoxanthineguanine phosphoribosyltransferase -
proteina constitutiva). Para o nosso experimento, foram utilizados os primers para: IL-
6, IL-18, MCP-1, INFy e FGF-21(Assayon-demand 20x - Applied Biosystems)
(CORREA-COSTA, SEMEDO et al., 2010; OLIVEIRA, MORAES et al., 2012). Para
cada amostra, os valores (CT) dos genes alvo foram normalizados pelo seu respectivo
gene controle, e o valor usado para demonstrar a expressao relativa dos genes alvo
através da expressao 2-AACT previamente descrita (LIVAK E SCHMITTGEN, 2001).
Dessa maneira, niveis relativos de mRNA sao expressos como uma diferenca de “n”
vezes em relagao a uma amostra controle, em nosso caso sempre a mesma amostra

na condic&o basal.

6.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdao. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a distribuicdo das variaveis. O teste
de Levene foi usado para avaliar a homogeneidade das variancias e a comparagao
entre os grupos foi feita utilizando teste t. Valores com p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todos os calculos estatisticos foram realizados no
programa SPSS 15.0 (Chicago, EUA).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Serado apresentados dois artigos de revisao e um artigo original como forma
de resultados e discussao desta tese: 1. Primeiro artigo de revisdo: Modelos
experimentais de obesidade: analise critica do perfil metabdlico e da aplicabilidade
dos autores: Barbara Bruna Abreu de Castro, Kaique Arriel, Petrus Rend6 e Hélady
Sanders-Pinheiro foi submetido, aceito e publicado pela revista HU Revista; 2.
Segundo artigo de revisao: Renal Lipotoxicity in animal models of obesity dos autores:
Barbara Bruna Abreu de Castro, Orestes Foresto-Neto, Niels Olsen Saraiva Camara
e Hélady Sanders-Pinheiro foi submetido a revista Journal of Nephrology e aguarda
resultado; 3. Artigo original do trabalho: O fenofibrato atenua a lipotoxicidade renal

induzida por uma dieta rica em gordura em camundongos uninefrectomizados dos
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autores: Barbara Bruna Abreu de Castro, Kaique Arriel, Petrus Rend, Bianca Silva,
Fabiana Bonato, Marco Antonio Cenedeze, Niels Olsen Saraiva Camara e Hélady

Sanders-Pinheiro com os resultados dos experimentos.

7.1 PRIMEIRO ARTIGO DE REVISAO

Castro, Barbara Bruna Abreu; Arriel, Kaique; Rend, Petrus; Sanders-Pinheiro, Hélady.
Modelos experimentais de obesidade: andlise critica do perfil metabdlico e da
aplicabilidade. HU Revista. v.44 n.2, p.199-210, abr./jun. 2018.
https://doi.org/10.34019/1982-8047.2018.v44.14053.

7.2 SEGUNDO ARTIGO DE REVISAO

Renal Lipotoxicity in animal models of obesity

Barbara Bruna Abreu Castro’? (0000-0002-5224-677X), Orestes Foresto-Neto® (0000-
0001-7548-4327), Niels Olsen Saraiva-Camara® (0000-0001-5436-1248), and Helady
Sanders-Pinheiro’-? (0000-0001-8603-1331)

'Laboratory of Experimental Nephrology, Nucleus of Animal Experimentation
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Abstract

In recent decades, there has been a progressive increase in the prevalence of obesity
and chronic kidney disease. Renal lipotoxicity has been investigated as a mechanism
underlying the pathophysiology of renal injury associated with obesity. Although lipids

play fundamental physiological roles, the accumulation of lipids in kidney cells may
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cause dysfunction and/or renal fibrosis. Adipose tissues that exceed their lipid storage
capacity begin to release triglycerides into the bloodstream that can be stored in
several organs, including the kidneys. The mechanisms underlying renal lipotoxicity
involve intracellular hyperlipidemia and organelle dysfunction, which trigger oxidative
stress and inflammation and result in insulin resistance and albuminuria. However, the
specific pathways involved in renal lipotoxicity has not yet been fully understood. This
review aimed to present the current knowledge on the mechanisms by which
lipotoxicity affects the renal morphology/function in animal models of obesity. The
accumulation of fatty acids in tubular cells has been described as the main mechanism
of lipotoxicity; however, lipids and their metabolism also affect the function and the
survival of podocytes. In this review, we presented evidence of mitochondrial,
lysosomal, and endoplasmic reticulum alterations involved in kidney damage caused
by obesity. The kidney is vulnerable to lipotoxicity, and studies of the mechanisms
involved in renal injury caused by obesity can help to identify therapeutic targets to

control renal dysfunction.

Keywords: High-fat diet; Hyperlipidemia; Kidney Diseases; Lipid Metabolism
Disorders; Physiopathology.

Introduction

Changes in lifestyle have increased the prevalence of obesity and its
complications. According to the World Health Organization (WHO), more than 1.9
billion adults (age >18 years) are overweight (39%); of these, 650 million individuals
are obese (13%) [1]. Lipids [fatty acids (FAs), sterols, phospholipids, and triglycerides]
are fundamental molecules in the physiology and metabolic homeostasis and interact
with the immune response in multiple tissues. Excess calories are normally stored as
triglycerides in the adipose tissue. In the case of obesity, where adaptive mechanisms
are overloaded, lipid metabolism may impair immune regulation, thereby causing

cellular and tissue stress [2].

However, the accumulation of excess lipids can also occur in other organs,
including the kidneys, resulting in kidney damage by toxic/metabolic processes that
are together defined as renal lipotoxicity [3]. The presence of lipids in the kidneys has
already been described in humans and is related to inflammation and fibrosis [4]. The

accumulation of lipids in renal cells has also been reported in animal models of obesity,



52

being associated with albuminuria, oxidative stress, inflammation, fibrosis, and
alterations in cell signaling pathways of renal lipid metabolism [5-8]; however, little is
known about the specific pathways that cause renal lesions associated with

hyperlipidemia and obesity.

One of the most studied mechanisms associate obesity and chronic
inflammation as the main cause of renal lesion, leading to hemodynamic stress and
kidney function impairment [9]. New markers have been studied, and the role of lipids
in the pathophysiology of obesity-related renal damage has been the target of new

research [3].

This review aimed to present the current evidence related to the role of lipids
(hyperlipidemia) in the pathophysiology of renal lipotoxicity in animal models of obesity.
Original articles that evaluated the toxicity of lipids on renal function in experimental
models of obesity (rats and/or mice) were included in this review. The search was
performed in the PubMed electronic database, using the search expressions 1 —
“obesity” AND “renal” AND “lipotoxicity” AND “mice” and 2 — “obesity” AND “renal”
AND “lipotoxicity” AND “rat”. Original studies published in scientific journals in the last
6 years (2014-2019) and in English were included in the review. A total of 21 studies
were found; of these, 6 were excluded because they did not meet the selection criteria
and the scope of the study. In addition to the selected studies, secondary searches
were performed with the terms “obesity”, “kidney”, “high-fat diet”, and “palmitic acid”.
From this search, 3 other references were included to better elucidate the issues

related to the objective of this review (Table 1).

Renal injury in obesity

The adipose tissue is known to influence the profile of immune response, and
can consequently cause accumulation of extracellular matrix and renal fibrosis [9]. The
inflammatory response triggered in adipose tissue is mediated by macrophages and
the uncontrolled production and activation of monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) and cytokines, such as interleukin-13 (IL-1pB), interleukin-6 (IL-6), and tumor
necrosis factor-a (TNF-a) [10, 11] (Figure 1).
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The changes in the endocrine functions of adipose tissue interfere with the
secretion of adipocytokines (leptin, resistin, apelin, visfatin, adiponectin, and omentin);
this contributes to systemic inflammation and dysfunction of the endothelial cells that
can also collaborate with other mechanisms of renal injury [12] (Table 2). Recent
studies show that adiponectin maintains the integrity of podocytes, through their
receptors, AdipoR1 and AdipoR2, and in the signaling pathway controlled by AMPc-
activated protein kinase (AMPK), which is an important energy sensor with a critical
role in regulating the accumulation of lipids in the kidneys [11, 12]. This anti-
hyperglycemic adipocytokine decreases as the body mass index (BMI) increases and
could be involved in glomerular filtration barrier dysfunction and proteinuria [13] (Figure
2).

Obesity can also lead to an increase in the levels of leptin, which stimulates the
production of transforming growth factor-beta (TGF-B), one of the main factors that
promote the accumulation of extracellular matrix and proliferation of mesangial cells
[4, 14]. Obese individuals also frequently present high levels of resistin, an adipokine
produced by macrophages located in adipose tissue and synthesized indirectly by the
action of interferon-y (IFN-y), which is linked to insulin resistance in mice and humans
[15, 16] (Figure 2).

The inflammation in adipose tissue results in lipolysis and hyperlipidemia,
causing accumulation of FAs in mesangial, podocyte, and renal tubular cells. The
combined dysfunction of these cells, the increase of the permeability of the glomerular
capillaries and the presence of proteinuria induce the production of fibrosis mediators

and glomerulosclerosis [4] (Figure 2).

Obesity induces hemodynamic and morphological kidney changes, regardless
of the presence of hypertension, diabetes, and dyslipidemia, which in conjunction with
inflammation and oxidative stress can impair renal function [9]. Following the
recruitment of inflammatory cells to the kidney, reactive oxygen species (ROS) are
produced and can change the blood pressure and renal hemodynamics and induce
the expression of TGF-f3 and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1). The expression
of these factors is regulated by nuclear factor kappa B (NF-kB), and its increased

expression is associated with oxidative injury in the proximate tubules [17] (Figure 2).
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Lipotoxicity in kidney cells

Kidney cells are affected in different ways by excess FAs. Renal endothelial
cells may undergo apoptosis due to the accumulation of FAs, and the loss of these
cells induces inflammation and mesangial proliferation [18]. Renal tubular epithelial
cells, particularly those of the proximal tubules [proximal tubular epithelial cells
(PTECs)], that have abundant mitochondria are metabolically very active; therefore,
they are more susceptible to damage by oxidative stress caused by the accumulation
of lipids. In addition, changes in podocytes can also occur, given the low adaptive
capacity of energy supply in the case of defective mitochondrial oxidation resulting

from accumulation of FAs [19, 20].

The deposition of the FAs palmitate can lead to lipotoxicity and directly affect
the function of the kidney cells. The uptake of lipids by the cells is mediated by FAs
transport protein 1 (FATP1), fatty-acid-binding proteins (FABPs), and FAs
translocase/CD36, in addition to endocytosis (e.g. albumin present in the glomerular
filtrate) [21, 22]. The cellular accumulation of palmitate stimulates the biosynthesis of
ceramides, which in turn, activates inflammatory pathways and inhibits FAs
mitochondrial oxidation, interrupting the mitochondrial electron transport and energy
production [23] (Figure 3). In mouse PTECs in vitro, palmitic acid, known to induce
apoptosis and release extracellular inflammatory vesicles, was used to induce
lipotoxicity. A CD36 overexpression was observed in this model with a consequent
increase in intracellular transport of FAs, augmenting the susceptibility of tubular cells

to lipotoxicity by apoptosis [24].

Once in the presence of FAs in excess, they are transported to the mitochondria
where they are oxidized. The mitochondrial B-oxidation of FAs is an important source
of renal ATP production. If the flux of FAs is greater than the oxidative capacity of the
cells, FAs are stored in lipid droplets and form ROS [25]. The mechanisms underlying
the harmful effects of an excess flux of lipids are directly related to the impact on the
biophysical properties of cellular organelles, mainly of the mitochondria (Figure 3). FAs
are the preferred energy substrate of the kidney, and their defective mitochondrial

oxidation is involved in various mechanisms of renal injury [20-22] (Table 1).

In the cell cytoplasm, FAs (oxidized to acyl-CoA to make them permeable) bind

to carnitine, allowing them to enter the mitochondria [26]. Carnitine
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palmitoyltransferase-1 (CPT-1) in the outer mitochondrial membrane catalyzes the
transesterification of acyl-CoA into acylcarnitine. This complex enters the mitochondrial
matrix and is transported by CACT (carnitine-acylcarnitine translocase) and converted
to acyl-CoA by CPT-2 (carnitine palmitoyltransferase-2). In the mitochondrial matrix, a
serial cyclic process forms acetyl-CoA molecules that are finally fed into the
tricarboxylic acid (TCA) cycle to generate NADH and FADH 2, subsequently
generating ATP [21, 22, 27] (Figure 3).

CPT-1 is the rate-limiting enzyme in the oxidation of FAs, and its deficiency
results in energy loss and kidney injury. The whole complex assembly during the
transfer of electrons is facilitated by a conical structure exclusive to cardiolipin in the
inner mitochondrial matrix. This structure promotes the curvature of the membrane and
allows the respiratory complexes to form super complexes, facilitating a more efficient

electron transfer [28] (Figure 3).

Cardiolipin is sensitive to ROS and, when peroxidized due to the accumulation
of lipids, causes losses in the curvature of the mitochondrial crests, inhibits of electron
transfer, and increases mitochondrial oxidative stress and progressive energy
deficiency. In addition to these changes, the mitochondria can also undergo mitophagy
(selective elimination of damaged mitochondria), apoptosis, chronic inflammation, and

tissue remodeling [22].

Changes in the endoplasmic reticulum (ER) were investigated in the models of
obesity and may be involved in apoptosis, resulting in proteinuria with eventual
glomerulopathy [29, 30]. The ER is one of the main biosynthesis and lipid esterification
centers. In chronic conditions of metabolic stress, caused by the excess of lipids, the
deregulation of the ER functions leads to changes in the phospholipid composition of
its membrane, interruption of calcium signaling, reduction in the translation of ER-
associated proteins, and worsening of inflammatory responses through the activation

of inflammatory kinases, such as protein kinase R (PKR) [2, 31].

The presence of lipid droplets in renal cells had already been described and is
currently called renal steatosis [32]. These droplets are formed from the esterification
of excess FAs with glycerol and are commonly found in the kidney cells, especially in

the podocytes. This accumulation of lipid droplets may exacerbate the depletion of
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energy metabolism of the kidney, which ultimately causes apoptosis, contributing to

the pathogenesis of chronic kidney disease (CKD) [4].

Apoptosis and ER stress induced by saturation of FAs in the kidney were also
associated with the increase of serum levels of angiotensin Il and glucose, as well as
the expression of kidney injury molecule-1 (KIM-1), a protein located in the membrane
of the PTECs of injured kidneys in mice fed a high-fat diet (HFD) for 14 weeks [6]. The
accumulation of FAs in PTECs was also associated with the progressive increase in

albuminuria and renal injury in obese diabetic (Zucker) rats [33].

During the initial stress in the ER of PTECs, these cells may present adaptive
and protective responses, but the persistent proteinuria together with hyperglycemia
can lead to apoptosis, followed by inflammation and fibrosis [34]. Evidence also
suggests that excess FAs bound to albumin are filtered by the glomeruli and

reabsorbed in the proximal tubules, causing additional tubulointerstitial damage [35].

After reabsorption by PTECs, FAs transported and filtered bound to albumin,
accumulate. The excess of intracellular FAs also causes dysfunction in the lysosomes,
resulting in the accumulation of FAs in the form of triglycerides [17]. The inappropriate
activation of autophagy resulting from lysosomal dysfunction may be another
mechanism of damaging PTECs related to the overload of lipids [36]. In a mice diet-
induced obesity model, changes in autophagic flux, lysosomal, and mitochondrial

dysfunction were associated with renal lipotoxicity [37] (Table 1).

Therefore, the exhaustion of the oxidative capacity of the mitochondria and ER
stress occur in the endothelial cells and PTECs. The formation of lipid droplets leads
to the formation of ROS, triggering damage, such as ATP depletion, dedifferentiation,
and cell death [18]. Furthermore, the abnormal accumulation of autophagic vesicles
due to the deregulation of the lysosomal functions contributes to apoptosis followed by

inflammation and interstitial fibrosis [29, 33] (Table 2).

Genes related to renal lipotoxicity

Renal lipotoxicity is attributed to the increase in lipogenesis and reduction of
renal lipolysis, both regulated by lipid metabolism with the expression of different genes

[38, 39] (Table 2). Some of the genes related to lipogenesis are sterol regulatory
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element-binding proteins (SREBPs) and the peroxisome proliferator-activated receptor
vy (PPARY), whereas PPARa acts to induce lipolysis [40, 41]. The pathways by which
lipogenesis causes lipotoxicity to renal tissues involve an increase in the CD36
membrane protein and a decrease in the active form of phosphorylated AMPK
(AMPKp) [42]. The activation of the PPARa signaling pathway, in turn, is a protective

lipolytic mechanism against kidney changes caused by obesity [41].

Renal injury triggered by the accumulation of lipids is associated with renal
expression of SREBPs [43, 44]. In C57BL/6 mice, a HFD up-regulated the renal
expression of the transcription factors SREBP1 and SREBP2, one of the main
mechanisms of induction of FAs and cholesterol synthesis [44]. Corroborating these
findings, SREBP1c knockout mice were protected against the accumulation of cellular
lipids induced by a HFD [45]. One of the alternatives proposed for the control of lipid
metabolism involves the suppression of hepatic expression of SREBPs through the
activation of the Farnesoid X receptor (FXR), a nuclear receptor activated by bile acids.
The treatment with an FXR activator reduced the accumulation of lipids in the kidneys

and exhibited anti-inflammatory and anti-fibrotic effects [46].

The uptake of long-chain FAs contributes to the accumulation of lipids, and
CD36 is a membrane protein that contributes to this process [18]. CD36 is highly
expressed in PTECs, podocytes, and mesangial cells in CKD, and its activation
induces PPARYy expression [30]. PPARYy is a transcription factor involved in the
differentiation of adipocytes, is responsible for initiating adipogenesis and regulating
fat storage, and may induce apoptosis of tubular cells [47]. In an obesity model (HFD
45% fat), in heterozygous animals for the PPARYy gene, the reduction in the activity of
this transcription factor attenuated the changes caused by the accumulation of lipids
in the kidneys, suggesting that this may be a therapeutic strategy for CKD prevention

associated with metabolic syndrome [48].

Lipotoxicity induced by niphedipine in rat renal cells was associated with the
inhibition of the activity of AMPKp and increased transcription of SREBPs 1 and 2,
lipin-1, and KIM-1. Lipin-1 is a phosphatase involved in the biosynthesis of
glycerolipids. The chronic increase of the expression of KIM-1 leads to inflammation,
featured by high levels of MCP-1 and tubulointerstitial fibrosis [30]. Regarding the
lipolytic mechanisms, studies with AMPK showed that the consumption of a HFD by

C57BL/6 mice promoted the accumulation of lipids in the kidneys, leading to
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impairment of the structure of tubular cells, inflammation characterized by the increase
in MCP-1, and fibrosis [5, 49]. After the activation of AMPK, there was a reduction in
the expansion of the extracellular matrix, reduction of inflammation, and lipid
accumulation in the kidneys. The mechanism by which such benefits occurred involved
the reduction in lipid synthesis and increased use of FAs for energy metabolism. AMPK

is a potent regulator of the NF-kB system, NADPH oxidase, as well as TGF-f3 [5].

The deregulation of lipolysis can occur as part of the pathogenesis of diabetic
kidney disease. Energy homeostasis in PTECs is of extreme importance for proper
kidney function and the enzyme N-acetylglucosamine (O-GIcNAc) transferase,
specifically in PTECs, is essential for renal lipolysis and ATP production. The O-
GIcNAc knockout mice developed severe tubular cell damage in induced diabetic
kidney disease and had reduced FXR activity. FXR is positively regulated by
carboxylesterase-1 that participates energy production from hydrolysis of long-chain
FAs [50].

PPARa and PPARYy coactivator-1a (PGC-1a) are highly expressed in mesangial
cells and PTECs, and regulate the transcription of genes involved in mitochondrial
oxidation of FAs in the kidney [18, 21, 51]. The downregulation of the activity and
expression of these genes results in the inhibition of mitochondrial FAs oxidation
mediated by the inactivation of CPT-1 and acyl-CoA dehydrogenase (converter of
acetyl-CoA into acyl-CoA) [52] (Figure 3).

Therapeutic approaches targeting renal lipotoxicity

The rapid increase in the prevalence of obesity requires deeper understanding
of the lipid changes and the associated immunologic responses to develop targeted
therapies to each of them. The renal and lipid metabolism changes observed in obesity
have been reproduced in experimental studies using HFD or in cells cultured with a
FAs-enriched medium [5, 24, 53-56].

The study of the natural history of CKD associated with obesity in humans is
complex, since the clinical characteristics of the disease, such as the increase in
albuminuria and the decrease in glomerular filtration rate (GFR), occur only after a long

period of obesity [7]. Experimental studies over the past decades have identified new
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therapies that can be effective when focused on the pathological mechanisms

associated with renal lipotoxicity [57-59].

Given that low-grade systemic inflammation is the trademark of chronic
metabolic disease, immunoregulatory or anti-inflammatory therapies may help reduce
the harmful effects of FAs accumulation in the kidney. The use of drugs to reduce
cholesterol and triglycerides, such as statins and fibrates, is a common example that

may help to reduce lipid-induced inflammation [60, 61].

Drugs that promote the oxidation of FAs through the activation of PPAR-a, such
as fenofibrate, were able to reduce the urinary excretion of albumin and interstitial
fibrosis in models of diabetic nephropathy, suppressing the NF-KB, TGF-3, PAI-1, and
MCP-1 signaling pathways [62-64]. However, rodents are more sensitive to PPAR-a
signaling than humans; thus, the findings of this study on the effectiveness of fibrates

should be interpreted cautiously [65].

PGC-1a is capable of coordinating mitochondrial biogenesis, making it an
interesting pharmacological target for kidney damage caused by defective
mitochondrial oxidation. However, the signaling pathways by which it increases

mitochondrial biogenesis remain uncertain [66].

The activation of AMPK reduces the initial and sustained inflammatory response
in the kidney of experimental models of obesity. The specific activation of AMPK in the
kidney was associated with an increased [3-oxidation of FAs in obese mice induced by
a HFD after treatment with 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-beta-4-ribofuranoside
(AICAR), a drug that stimulates AMPK activity. A recent study showed that the
production of eicosanoids, which are bioactive molecules derived from poly-
unsaturated fatty acids (PUFAS), is increased in the kidney of mice fed with a HFD and
that this increase was attenuated by the activation of AMPK [67]. This can also be a
potential strategy to protect the kidney from the initial effects of insulin resistance and
obesity [49].

The adaptation of energy metabolism after compromised ATP production is also
a potential target for reducing renal injury mediated by lipotoxicity [20]. The receptor-
mediated lipid uptake is crucial in this process, besides other mechanisms that are
involved in the mitochondrial function in glomerular endothelial cells, PTECs and

podocytes [68]. Recent studies have demonstrated the action of renal cannabinoid
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type 1 receptor (CB1R) in the mechanism of lipid accumulation in the kidneys. CB1R
is associated with the decline in renal function, inflammation, and fibrosis in mice fed
with a HFD [55]. When CB1R was blocked, an improvement was observed in the
mitochondrial function of PTECs, reducing damage associated with renal lipotoxicity
following FAs overload [69]. The administration of a mitochondrial membrane stabilizer
peptide, SS-31, preserved the structure and function of the mitochondria, thereby

preventing the injury of kidney cells and later glomerulosclerosis [54].

Few therapeutic possibilities involving lipid synthesis and oxidation pathways,
as well as an intervention in the membrane receptors responsible for the uptake of FAs
have been assessed to relieve the subsequent inflammation and mitochondrial and ER
stress [31] (Table 1).

Final considerations

Lipotoxicity can occur in several organs, such as the liver, heart, and skeletal
muscle. The kidney stands out for having a high degree of structural complexity critical
for filtration, reabsorption, and secretion, as well as metabolic and endocrine functions.
The accumulation of lipids in the tubular cells has been described as the main cause
of lipotoxicity. In this review, we presented evidence of changes in lipid metabolism,
causing damage to the function and morphology of the kidneys and reinforcing the
hypothesis that the kidney is vulnerable to lipotoxicity and undergoes highly relevant
metabolic alterations, which may induce cell death and inflammation. Changes in all
types of kidney cells, involving mitochondrial and ER stress, are associated with kidney
damage caused by obesity. Defective mitochondrial oxidation, resulting in reduction of
ATP synthesis and production of ROS, is crucial in the pathogenesis of kidney injury
associated with obesity. These mechanisms (Table 2), which are already well known,
and others that can be further investigated in the future, suggest new therapeutic

targets for the control or attenuation of kidney injury secondary to lipotoxicity.
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Tables

Table 1. Main lesions related to renal lipotoxicity in animal models of obesity, in each study

included in the review

Reference

Experimental model

Renal lesions related to lipotoxicity

Decleves et al., 2014 [5]

C57BL/6J mice, HFD
(60% fat) for 14

weeks

Impairment of tubular cellular
structure (lysosomal dysfunction),

inflammation, and fibrosis

Martinez-Garcia et al., 2015 [53]

Cell culture of mice
podocytes, medium

with palmitic acid

Intracellular accumulation of lipid
droplets and abnormal glucose and
lipid metabolism. Inflammation,
oxidative stress, endoplasmic

reticulum stress, and insulin resistance

Van der Heijden et al., 2015 [7]

C57BL/6J mice, HFD
(45% fat) for 24, 40,

or 52 weeks

Increased kidney weight, lipid storage
in renal tubular cells, an increase in
area and glomerular matrix,

inflammation, and fibrosis

Li et al., 2015 [6]

C57BL/6J mice, HFD
(60% fat) for 14 weeks

Proteinuria and increased expression
of markers of tubular injury in the renal
cortex (NGAL and KIM-1)
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Szeto et al.,, 2016 [54]

C57BL/6J mice, HFD
(60%) for 28 weeks

Changes in the mitochondrial structure
in glomerular endothelial cells, PTECs,

and podocytes

Zhou et al., 2016 [41]

C57BL/6J mice, HFD
(40% fat) for 12 weeks

Hypertrophy and expansion of

mesangial area, inflammation,
presence of lipid droplets, and
increase of lipids content (mg/g) in the

renal tissue of obese mice

Arany et al., 2016 [8]

C57BL/6J mice, HFD
(60% fat) for 12 weeks

Deposition of lipids and oxidative

stress in the kidney

Udi et al., 2017 [55]

C57BL/6J mice, HFD
(30% fat) for 14 or 43

weeks

Tubulointerstitial and glomerular injury,
inflammation, and fibrosis associated
with CB1R activation

Yamamoto et al., 2017 [37]

NDRG1 mice, HFD
(60% fat) for 8 weeks

Accumulation of phospholipids in the
lysosomes of proximal tubular cells,

and autophagic and mitochondrial

Adeosun et al., 2018 [24]

Cell culture of mice
PTECs, medium with

palmitic acid

dysfunction

Low metabolic potential, low
mitochondrial respiration, and
increased intracellular triglyceride
levels associated with CD36

expression

Cobbs et al., 2018 [33]

Zucker diabetic fatty

rat (leptin deficiency)

Accumulation of FAs in the kidneys,
mainly in the tubular cells, associated
with  increased albuminuria and

expression of osteopontin and KIM-1

Lin et al., 2019 [30]

Cell culture of rat
tubular epithelial,
medium with

nifedipine

Nifedipine induced the accumulation of
FAs, the production of ROS, and the
decrease of AMPKp
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Li et al., 2019 [70]

Six-week old male
C57BL6/J mice, HFD

(60% fat) for 12 weeks

Endoplasmic reticulum stress,
inflammation, and apoptosis in the

renal cortex

Drori et al., 2019 [69]

Eight- to 10-week-old
male mice, HFD (60%
fat) for 7 days

The activation of CB1R, decline in

mitochondrial function in PTECs

Sugahara et al., 2019 [50]

O-GIcNAc transferase
knock-out mice,
specific to PTECs,
HFD (60% fat) for 16

weeks

Severe damage in tubular cells and
increased lipotoxicity, a decrease in
carboxilesterase-1 activity and

consequently FXR activity

Decleves et al., 2019 [67]

Six-week-old male
C57BL6/J mice, HFD
(60% fat) for 14 weeks

Renal hypertrophy and accumulation
of lipid droplets in renal tissue,
albuminuria, glomerular inflammation
mediated by the NF-kB pathway,
increase in MCP-1 and SREBPs, and
reduction of AMPK

Zheng et al., 2019 [56]

Six-week-old male
C57BL6/J mice, HFD
(60% fat) for 20
weeks. Cell culture of
mice renal
microvascular
endothelial, medium

with palmitic acid

High levels of renal MicroRNA-155,
microalbuminuria and increase in urea
increased

levels, inflammatory

response in renal endothelial cells

Lee et al., 2019 [42]

Eight-week-old male
C57BL6/J mice, HFD
(60% fat) for 12 weeks

Accumulation of lipids and reduction of
AMPKp levels in renal tissue, oxidative

stress, and inflammation

HFD, high-fat diet; CB1R, kidney cannabinoid type 1 receptor; NGAL, neutrophil gelatinase-

associated lipocalin; PTECs, proximal tubular epithelial cells; FAs, fatty acids; ROS, reactive

oxygen species; AMPK, AMPc-activated protein kinase; AMPKp, phosphorylated AMPc-

activated protein kinase; FXR, Farnesoid X receptor; NF-kB, nuclear factor kappa B; MCP-1,

monocyte chemoattractant protein-1; SREBPs, sterol regulatory element-binding protein
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Table 2. Summary of the mechanisms involved in lesions caused by renal lipotoxicity

Mechanisms of injury

Hemodynamics Cellular Molecular

Adipose and renal tissues Endothelial cells, Increased lipogenesis

podocytes, and PTECs | and reduction in lipolysis

Depletion of the storage capacity | Accumulation of FAs in | Increase of SREBPs
of the adipocytes the kidney and (transcription factors
exhaustion of the related to lipogenesis)
mitochondrial -

oxidative capacity

Deregulation of adipocytokines Esterification of FAs with | Down-regulation of the

and their functions in the kidney | glycerol and formation of | nuclear receptor FXR,

lipid droplets — renal reduction of
steatosis carboxilesterase-1, and
lipolysis
Hypertriglyceridemia and Formation of ROS — Increased CD36 protein
accumulation of FAs in renal oxidative Stress and in the uptake of FAs
tissues
Recruitment of macrophages in ER and lysosomal Increased transcription of
the adipose tissues and dysfunction PPARYy/activation of
formation of ROS lipogenesis and reduction
of PPAR-a/activation of
lipolysis
Reduction in AMPK
Systemic inflammation Apoptosis associated with low FAs B-

oxidation

Martinez-Santibanez e Lumeng, | Szeto, 2017; Escasany | Jiang et al., 2005; Wang et
2014; lwan-Zietek et al., 2016; et al,, 2019; Lin et al., al., 2009; Gai, 2014 [39, 45,
Mancuso, 2016; Scerbo et al., 2019; Jang et al., 2020 | 46]

2017 [10-12, 25] [17, 20, 22, 30]
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PTEC, proximal tubular epithelial cells; FAs, fatty acids; SREBPs, sterol regulatory element-
binding proteins; FXR, Farnesoid X receptor; ROS, reactive oxygen species; ER, endoplasmic
reticulum; PPARy, peroxisome proliferator-activated receptor y; PPARa, peroxisome

proliferator-activated receptor a; AMPK, cAMP-activated protein kinase
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Fig. 1 Obesity as a cause of changes in endocrine functions, hypertriglyceridemia,
inflammation of adipose tissues, and low-grade systemic inflammation. The depletion of
triglyceride deposits in adipose tissues causes an increase in the size and number of
adipocytes, which may lead to apoptosis. Adipocytes undergo deregulation of adipocytokine
production, and systemic hyperlipidemia induces the production of proinflammatory factors in

the tissue and bloodstream (Created with BioRender.com)
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Fig. 2 Changes in different renal cells types resulting from obesity. Hyperlipidemia and low-
grade systemic inflammation can cause changes in different renal cells. The accumulation of
lipid droplets in the kidney and resulting inflammation harm tubular cells, causing structural
damage mediated by the increased expression of PAI-1 and NF-kB. The endocrine changes
of the tissue with the increase in leptin and resistin levels are related to the accumulation of
mesangial matrix, proliferation of mesangial cells mediated by increased expression of TGF-3
and IFN-y, respectively. Decreased adiponectin levels, in turn, reduce the activation of their
receptors on podocytes, as well as the activation of AMPK, causing more inflammation,
podocyte foot process effacement, and increased permeability to albumin (Created with
BioRender.com)
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Overview of oxidative stress FA uptake and mitochondrial FA B-oxidation
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Fig. 3 Overview of oxidative stress in the uptake of fatty acids (FAs) and in mitochondrial 3-
oxidation. FAs enter the cytoplasm via CD36, FATP. and FABP, where they are converted
from acetyl-CoA to acyl-CoA and transferred to the mitochondrial matrix by the following
carnitine transporters: CPT-1, CACT, and CPT-2. Acyl-CoA undergoes B-oxidation to produce
acetyl-CoA and enter the tricarboxylic acid (TCA) cycle. NADH and FADH2 are generated and
used in the respiratory chain to form ATP. In the scenario where there is a deficiency in the
transfer and use of FAs, increased production of ceramides, cardiolipin peroxidation, and
reactive oxygen species (ROS) occur, and the inflammatory response generated can lead to
energy imbalance, ER stress, and deregulation of genes associated with the control of lipid

metabolism (Created with BioRender.com)
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Resumo

Como a lipotoxicidade renal pode levar a doenga renal crénica (DRC), examinamos o
papel da regulacéo positiva da lipdlise, através da ativagdo do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo-a (PPAR-a) pelo fenofibrato (FFTO). A lipotoxicidade
pode ser de mais lesiva no contexto de redugao da massa renal como ocorre nos
doadores renais que se tornam obesos Objetivo: Investigar o papel protetor do FFTO
na lesdo renal induzida pela obesidade em camundongos submetidos a
uninefrectomia (UNX). Material e métodos: camundongos C57BI6 foram submetidos
a UNX, seguida por dieta normocaldrica ou dieta hiperlipidica (HFD) e comparados a
animais com cirurgia simulada (Sham). Apés 10 semanas, os camundongos obesos
foram tratados com FFTO a 0,02% na dieta. Avaliamos fungdo e morfologia renal,
mediadores inflamatérios e fibréticos e marcadores de metabolismo lipidico.
Resultados: Camundongos que receberam HFD desenvolveram as principais
caracteristicas da obesidade e hiperlipidemia, com subsequente acumulo renal de
lipidios e lesado renal, incluindo expansdo mesangial, fibrose intersticial, inflamacgéao e
proteinuria. Essas alteragbes foram mais acentuadas em camundongos alimentados
com HFD submetidos a UNX. O tratamento com FFTO preveniu a hiperlipidemia e
reduziu o acumulo de lipidios e a disfuncao renal. O FFTO impediu o desenvolvimento
de glomerulosclerose e atenuou o desenvolvimento da inflamacao e fibrose no rim.
Houve também reducédo da expressado do inibidor do ativador do plasminogénio-1
(PAI-1) e da proteina quimioatraente monocitaria-1 (MCP-1) nas células renais,
juntamente com a expressao de fator de crescimento de fibroblastos-21 (FGF-21).
Conclusao: A ativacdo do PPAR-a pelo FFTO, com aumento da lipdlise, atenuou as
lesdes glomerulares e tubulo-intersticiais induzidas pela lipotoxicidade renal, e assim
protegeu o rim de camundongos uninefrectomizados da lesdo induzida pela

obesidade.

Palavras-chave: metabolismo lipidico, transplante renal, rim unico, PPAR alpha, fator

de crescimento de fibroblastos-21.

Keywords: lipidic metabolism, kidney transplantation, solitary kidney, PPAR alpha,

fibroblast growth factor-21
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Introducgao

A prevaléncia de doenga renal crénica (DRC) continua a aumentar entre os
obesos. A obesidade e a sindrome metabdlica sdo fatores de risco independentes
para DRC e estdo associados a hiperlipidemia, alteragdbes nos niveis das
adipocitocinas, aumento do estresse oxidativo, inflamacgao, fibrose e apoptose no rim,
levando a deterioragédo da funcgédo renal (Shin, Lim et al., 2009; Tanaka, Kume et al.,
2011; Mancuso, 2016). Devido ao recrutamento de células inflamatérias para o rim,
espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas e podem alterar a pressao
arterial e hemodinamica renal, induzindo a expressao do inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1) (Escasany, lzquierdo-Lahuerta et al., 2019). Por outro lado,
chamamos de lipotoxicidade renal, as alteracées na funcdo e morfologia dos rins
causadas pelo excesso de triglicerideos (TG) ou acidos graxos (AG) nas células do
tecido renal que, principalmente, ativam a produgcdo n&o controlada de citocinas
inflamatdrias e da proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) (Shin, Lim et al.,
2009; Bobulescu, 2010; Zhang, Shao et al., 2013; Decleves, Zolkipli et al., 2014).

A lipotoxicidade renal associada a uninefrectomia (UNX), como acorre no rim
remanescente de doadores renais, pode agregar sinergisticamente fatores que
contribuem para a progressao da DRC, porém seus mecanismos ainda ndo séo claros
(Hong, Lim et al., 2014). Verificou-se em modelos animais que a UNX seguida de dieta
com alto teor de gordura provoca glomerulosclerose caracterizada pela expansao da
area de matriz mesangial e fibrose intersticial nos rins remanescentes de
camundongos (Gai, Hiller et al., 2014; Chin, ltem et al., 2015). A analise da expressao
génica do rim dos camundongos indicou que a obesidade leva a alteragdes mais
intensas do que a UNX e que a dieta hiperlipidica (HFD) levou ao aumento da
expressao de um grupo de genes relacionados ao metabolismo e ao transporte lipidico
pela membrana. Na combinacdo das duas condi¢cdes observou-se aumento da
expressao de genes envolvidos no metabolismo e transporte lipidico, remodelagéo do

citoesqueleto e fibrogénese (Gai, 2014; Gai, Hiller et al., 2014).

Para diminuir os prejuizos causados pela lipotoxicidade renal, terapias que
visam reduzir os TG séricos, as EROs e a inflamagdo vem sendo investigadas em
modelos animais de obesidade (Van Rooyen, Gan et al., 2013). O fenofibrato (FFTO),
agonista do receptor ativado por proliferador de peroxissomo-a (PPAR-a), tém um

efeito protetor nos danos renais induzidos por HFD em modelos animais (Shin, Lim et
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al., 2009; Chung, Lim et al., 2012). Em um modelo de UNX, o FFTO foi capaz de
potencializar vias renais anti-inflamatorios dependentes da Interleucina-6 (IL-6),

porém, estes animais ndo apresentavam excesso de peso (Lee, Wilson et al., 2011).

O PPAR-a € o principal fator transcripcional que regula a deposic¢ao de lipidios
intracelulares através do controle direto da transcricdo dos genes envolvidos nas vias
peroxissOmicas e mitocondriais da oxidagao dos AG, na captagdo dos mesmos € no
catabolismo de TG (Martin, Schoonjans et al., 1997; Shin, Lim et al., 2009; Hong, Lim
et al., 2014; Chung, Lee et al., 2018). Regula no figado a expressédo do fator de
crescimento de fibroblastos-21 (FGF-21), que também pode ser expresso no tecido
adiposo, coragao e nos rins (Kim, Lee et al., 2013; Planavila, Redondo et al., 2013). O
FGF-21 foi considerado mediador na via de protecao contra o dano renal em um
modelo de obesidade, quando realizado o tratamento com FFTO (Cheng, Zhang et
al., 2016). Sendo assim, a ativagao farmacologica do PPAR-a no rim pode ter
potencial terapéutico por meio de seu efeito lipolitico atenuando os efeitos deletérios
da lipotoxicidade (Tanaka, Kume et al., 2011; Chung, Lee et al., 2018).

Neste estudo, investigamos o papel do agonista do PPAR-a, o FFTO, na
lipotoxicidade renal associada a redu¢cao de massa renal, em modelo experimental
com camundongos uninefrectomizados alimentados com uma dieta rica em gordura

(HFD), que mimetiza o doador renal que se torna obeso (OB).

Material e métodos
Protocolo experimental

O estudo foi realizado de acordo com a lei federal 11.794 de 08 de outubro de
2008, com a regulamentagdo do Conselho Nacional do Controle Experimentagao
Animal e foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Juiz de Fora, conforme protocolo n°® 046/2018. Camundongos C57BL/6,
machos, com 8 semanas de idade, pesando aproximadamente 25g foram submetidos
aos procedimentos de cirurgia simulada (Sham) ou UNX. Para a Sham, o rim esquerdo
foi descapsulado sem ser retirado (Gai, Gui et al., 2016) e para UNX, o mesmo foi
removido através de incisdo abdominal (Wang, He et al., 2012). A analgesia pos-

operatéria constou de Tramadol (Laboratorios Pfizer Ltda., Guarulhos, Brasil) via
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subcutanea (12,5 mg/kg) dose unica e na forma de biscoito (3 mg/unidade de 5g)
(Petfarma, Juiz de Fora, Brasil) por 3 dias. Paracetamol (EMS, Hortolandia, Brasil) foi
adicionado na agua (1 mg/ml) por 4 dias. A obesidade foi induzida por HFD com 60%
de energia proveniente das gorduras totais (Pragsolugdes S.A., Jau, Brasil) (Wang,
He et al., 2012). O FFTO (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) foi adicionado a HFD na
proporgao de 0,02% (20 mg/kg/dia) a partir da 10? semana de experimento (Tanaka,
Kume et al., 2011; Chung, Lim et al., 2012; Hong, Lim et al., 2014).

Para eutanasia, os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas por 24
horas para coleta de urina e em seguida pesados e anestesiados com a associagao
de xilazina (10mg/kg) e cetamina (90mg/kg) aplicadas via IP. Foi realizada pungao
cardiaca para obtengao de sangue e em seguida os animais foram eutanasiados por
ruptura do diafragma (Close, Banister et al., 1997). O rim direito foi retirado e pesado
em balanca de precisdo (Ohaus Corporation, Sdo Bernardo do Campo, Brasil).
Metade do rim dividida em duas partes e outra metade foi fixada em formol 10%
destinado a histologia. Uma dessas partes foi congelada a -80°C para avaliagao do
conteudo de lipidios no tecido. A segunda parte foi rapidamente colocada em solugao
tamponada RNAlater® (Qiagen, Inc. Ambion, Austin, TX) e armazenado a -80°C para
posterior analise do RNA por PCR (Figura 1).

Avaliagcao do consumo dietético e ganho de peso

O consumo e o peso total dos animais foram estimados em gramas (g), em
balanga analitica (Bel Equipamentos Analiticos Ltda., Piracicaba, Brasil), a cada 4
semanas. Foi realizado o calculo da média do consumo diario de cada animal e do
ganho energético (expresso pela quantidade média diaria de Kcal consumidas). O
ganho de peso foi calculado a partir da subtragéo do peso final menos o peso inicial.
As gorduras retroperitonial e epididimaria foram retiradas e pesadas em balanca de
precisao (Ohaus Corporation, Sdo Bernardo do Campo, Brasil). O comprimento naso-
anal foi mensurado em centrimetros (cm) e utilizado para o calculo do indice de Lee
= (raiz cubica (3V) do peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) x 1000) (Dubuc,
1976; Rogers e Webb, 1980) (Figura 1).
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Analise de sangue e urina

Foram realizadas as dosagens nas 10% e 20 semanas. A proteinuria de 24
horas (Sensiprot, Labtest, Lagoa Santa, Brasil) foi expressa em mg/24h. As amostras
de soro armazenadas foram utilizadas para dosagens de creatinina sérica (Creatinina
K Liquiform, Labtest, Lagoa Santa, Brasil) e a depuragao da creatinina foi calculada.
Apos 20 semanas de experimento, foram mensurados no soro: TG (TRGL, Cobas
c111, Roche Diagnostics), colesterol total (CHOL2, Cobas, Roche Diagnostics) e
fragdes HDL e LDL (Cobas, Roche Diagnostics) expressos em mg/dL (De Castro,
Colugnati et al., 2014) (Figura 1).

Extracao lipidica e dosagem de lipidios no rim

O conteudo lipidico foi extraido da amostra de tecido renal (35mg) e os teores
de TG e colesterol foram determinados nos pontos de avalicao (10 e 20 semanas)
(Delaney, Nicolosi et al., 2003; Kume, Uzu et al., 2007). A amostra foi homogeneizada
com 500uL da solucéao cloroférmio/metanol e agua e centrifugada por 5’ a 3000 rpm.
A camada inferior foi transferida para um novo tubo e apds evaporacédo, 100uL de
alcool isopropilico foi adicionado a amostra para solubilizacdo dos lipideos. As
concentragbes de colesterol total e TG foram determinadas utilizando o teste
enzimatico colorimétrico (Colesterol Liquiform e Triglicérides Liquiform, Labtest, Lagoa
Santa, Brasil) (Shin, Lim et al., 2009).

Analise histolégica da glomerulopatia e fibrose

Metade do rim direito foi fixada em formol 10% e o tecido embebido em
paraplast (Erviegas, Sdo Paulo, Brasil) para obtengéo dos blocos histoldgicos. Cortes
de cinco micrdmetros (u), foram submetidos as coloragées de Hematoxilina-eosina e
Sirius-red (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). As laminas foram examinadas e
fotografadas com microscopio Axio Scope.A1 (Carl Zeiss, Goettingen, Alemanha)
acoplado a camara digital para microscépio utilizando o software original do sistema
Amscope (Amscope MU1000, Irvine, EUA). Para avaliagao da presenca de alteragdes
glomerulares, ao final do experimento (20 semanas), as laminas de 5 animais de cada

grupo foram coradas com Hematoxilina-eosina. Foram fotografados para analise 10
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glomérulos com podlo vascular por Iamina, sob aumento de 400x. Cada glomérulo foi
analisado de forma qualitativa e classificado como “Auséncia” ou “Presenga” de
expansao mesangial configurada pela expansdo do espago mesangial que excede a
largura de 2 células mesangiais em pelo menos 2 I6bulos glomerulares (Roberts, Cook
et al., 2009; Roufosse, Simmonds et al., 2018). O resultado foi expresso em % de
glomérulos com expansdo mesangial por lamina. Também foi realizada analise
quantitativa da area glomerular utilizando o software Imaged 1.52n (National Institutes
of Health, Bethesda Softworks, Rockville, EUA) (Wang, Jiang et al., 2009; Kim, Vaziri
et al., 2010) e os resultados expressos em pixels. A fibrose renal foi quantificada pela
coloragao de Sirius Red sob a luz polarizada, também ao final do experimento. Foram
realizadas 10 fotomicrografias por animal (5 animais de cada grupo) sob aumento de
200x. As areas vermelhas brilhantes, foram quantificadas utilizando o software ImageJ
1.52n (National Institutes of Health, Bethesda Softworks, Rockville, EUA). O resultado
da analise foi representado pela propor¢cdo da area intersticial de fibrose no
cortex/area cortical total (%). Em seguida, a média aritmética da area positiva nos
campos analisados foi calculada para cada lamina (Jiang, Wang et al., 2005; Oliveira,
Moraes et al., 2012; Wang, Chen et al., 2015).

Adipocitocinas e fator de crescimento PAI-1

Uma porcao de aproximadamente 35mg de tecido foi macerado em 1 ml de
tampao (RIPA Lysis Buffer) a 4°C, para avaliacao da quantidade de proteinas utilizado
o kit Micro BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Nessa
mesma amostra, a concentracao de citocinas e hormdnios presentes no tecido foram
analisadas por ELISA utilizando o kit MADCYMAG-72K-04 (Merck, Barueri, Brasil)
para dosagem de adiponectina, leptina, resistina e do fator pré-fibrético PAI-1. O
ensaio foi realizado no equipamento Bioplex 200 Systems com o software Bio-Plex
Manager 5.0 (Biorad, Hercules, EUA) ao final do experimento (Chen, Zhang et al.,
2006; Park, Zhang et al., 2006)
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Mediadores inflamatoérios e fibréticos por PCR quantitativa em tempo real (qRT-
PCR)

No gRT-PCR foi utilizado o sistema TagMan (Applied Biosystems, Branchburg,
New Jersey, USA) de amplificagcdo. Todas amostras foram feitas em triplicata e as
reacgdes foram realizadas em termocicladora 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystem, Cingapura). Uma relagdo comparativa entre os ciclos da reagao (CT) foi
usada para determinar a expressao génica do gene alvo em relagéo ao gene controle
HPRT (Hypoxanthineguanine phosphoribosyltransferase - proteina constitutiva
(Correa-Costa, Semedo et al., 2010; Oliveira, Moraes et al., 2012). Para avaliagao do
efeito do FFTO sobre o perfil inflamatoério, apos 20 semanas de experimento, foram
utilizados primers e sondas “sintetizados” para IL-6, Interleucina-1p (IL-18), MCP-1,
Interferon-y (IFN-y) e FGF-21 (Assayon-demand 20x - Applied Biosystems) (Material
suplementar 1). Para cada amostra, os valores (CT) dos genes alvo foram
normalizados pelo seu respectivo gene controle, e o valor usado para demonstrar a
expressao relativa dos genes alvo através da expressao 2-AACT previamente descrita
(Livak e Schmittgen, 2001).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a distribuicdo das variaveis. A
comparagao entre os grupos foi feita utilizando teste t ou Mann-Whitney de acordo
com a distribuigdo da amostra. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
Todos os calculos estatisticos foram realizados no programa SPSS 15.0 (Chicago,
EUA).

Resultados
Avaliagao do modelo de UNX e obesidade em 10 semanas

O modelo de obesidade foi induzido pela HFD, uma vez que a grupo Sham OB,
apo6s 10 semanas apresentou: diminuigao do consumo dietético, maior ganho de peso,
peso total, quantidade de gordura e indice de Lee, quando comparado ao grupo Sham

(Tabela 1). A obesidade também promoveu hiperfiltracdo e proteinuria, com maior
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deposigao de TG no tecido renal (Tabela 1). O grupo Doador (UNX) apresentou maior
peso renal quando comparado ao grupo Sham, mas nao houve alteragado da fungao
renal (Tabela 1). Com a obesidade e UNX combinadas (grupo Doador OB)
observamos diminuigdo do consumo dietético, maior acumulo de gordura e peso renal,
aumento da proteinuria e da depuragao da creatinina, quando comparado ao grupo
Sham (Tabela 1).

Avaliagdao do modelo de obesidade ap6s tratamento com FFTO

Apds 20 semanas de experimento, observamos acentuacao das alteracdes
associadas a obesidade (peso e acumulo de gordura) nos grupos Sham OB e Doador
OB quando comparados ao grupo Sham. Os grupos com ingestdo de HFD
apresentaram menor consumo e maior peso total (Figura 2A, 2B e 2D). Nao houve
modificagdo do ganho energético (Figura 2C). Apds o tratamento com FFTO (Doador
OB FFTO), ndo houve alteragdes nos marcadores de obesidade quando comparado
ao Doador OB (Figura 2B, 2E e 2F). Os camundongos uninefrectomizados
apresentaram maior peso renal quando comparados ao grupo Sham (Figura 2G). O
tratamento com FFTO durante 10 semanas nao influenciou o consumo de nenhum
dos dois grupos tratados, embora tenha sido capaz de evitar o ganho de peso e o
acumulo de gordura no grupo Sham OB FFTO, que apresentou menor indice de Lee

quando comparado ao grupo Sham (Figura 2H).

Perfil lipidico apés tratamento com FFTO

O FFTO é uma droga utilizada principalmente para reducédo dos TG séricos,
por isso realizamos uma avaliacdo do perfil lipidico do modelo de doacgao renal e
obesidade. Comparados com camundongos Sham, os camundongos obesos (Sham
OB) apresentaram aumento do colesterol e fracées. Embora os niveis de TG néo
tenham sido elevados significativamente no grupo Sham OB, o tratamento com FFTO
foi capaz de reduzir os niveis de TG e LDL quando comparados ao grupo Sham OB
(Tabela 2). A obesidade nos animais apdés UNX elevou os niveis de colesterol e

fragdes e tendeu a provocar aumento dos TG (p=0,07) quando comparado ao grupo
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Doador. O grupo Doador OB FFTO apresentou reducédo do colesterol, LDL e tendéncia

de redugéao dos TG (p=0,07) quando comparado ao grupo Doador OB (Tabela 2).

Func¢ao renal e glomerulopatia apés tratamento com FFTO

A inducéo de obesidade nos grupos Sham OB e Doador OB foi associada, apés
20 semanas, ao aumento da proteinuria (Figura 3A). O tratamento com FFTO atenuou
0 avango da lesdo causada pela obesidade, reduzindo a proteinuria no grupo com
reducdo da massa renal (Doador OB FFTO) (Figura 3A). Entretanto ndo houve
alteragao na depuracéao da creatinina (Figura 3B e 3D). Na coloragédo de H&E, a area
glomerular aumentou nos grupos com apenas um rim, independente da obesidade, e
o tratamento com FFTO nao alterou este parametro (Figura 3C, 3E). O percentual de
glomérulos com expansao mesangial nos grupos Sham OB e Doador OB foi maior do
que nos grupos Sham e Doador, respectivamente (Figura 3F, 3G). O grupo Sham OB
FFTO apresentou reducéo de 50% do percentual de expansdao mesangial comparado
ao grupo Sham OB, enquanto o grupo uninefrectomizado tratado com FFTO (Doador
OB FFTO) reduziu a expansao mesangial em 70%, quando comparados ao Doador
OB (Figura 3G).

Depésito de lipidios nos rins e adipocitocinas apos o tratamento com FFTO

O tratamento com FFTO foi capaz de reduzir os TG no tecido renal dos grupos
tratados comparados aos seus respectivos grupos nao tratados (Figura 4A). Os niveis
de colesterol ndo se alteraram (Figura 4B). Apés 20 semanas, além da maior
deposig¢ao de TG no tecido renal, os grupos Sham OB e Doador OB apresentaram
também alterac&o nos niveis de adipocitocinas no rim (Figura 4C). A adiponectina foi
reduzida em ambos os grupos, enquanto os niveis de leptina estavam aumentados.
Os niveis de adiponectina do grupo Sham OB FFTO se elevaram (Figura 4C) e os
niveis de leptina do grupo Doador OB FFTO tenderam a serem reduzidos (p=0,07) em

relacdo aos seus grupos controle sem tratamento (Figura 4D).
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Perfil inflamatério no rim apés tratamento com FFTO

O efeito da obesidade no acumulo de lipidios nos rins esta diretamente
relacionado a inflamacéo. A resposta inflamatéria desencadeada pelo excesso de
lipideos no rim foi mediada pela ativagao das citocinas IL-6, IL-13, MCP-1 e IFN-y
tanto no grupo Sham OB, quanto no grupo Doador OB (Figura 5A, 5B, 5C e 5D). O
tratamento com FFTO atenuou o quadro inflamatério gerado pela obesidade,
reduzindo a expressao dessas citocinas no grupo Doador OB FFTO e Sham OB FFTO
(Figura 5). Examinamos também a expressao de FGF-21 que ¢é alvo do PPAR-a. O
FGF-21 foi expresso em abundancia nos grupos Sham OB, Doador e Doador OB e foi

reduzido significativamente nos grupos tratados com FFTO (Figura 5E).

Expressao de PAI-1 e fibrose renal apés tratamento com FFTO

A analise da coloragdo de Picrossirius sob luz polarizada mostrou que os
grupos obesos apresentavam discreto aumento areas com fibrose, enquanto os
grupos Sham e Doador nao apresentaram nenhum indicio (Figuras 6A e 6C). Os
grupos Sham OB FFTO e Doador OB FFTO apresentaram 33% e 75% menos fibrose,
respectivamente, quando comparados aos grupos correspondentes sem tratamento
(Figura 6A e 6B). A expressdo de PAI-1 esta associada ao estresse oxidativo e a
inflamacé&o, sendo utilizada como um marcador pré-fibrotico. Os grupos obesos nao
tratados apresentaram aumento significativo da expressao de PAI-1 e o tratamento
com FFTO foi capaz de reduzir sua expressao nos grupos Sham OB FFTO e Doador
OB FFTO (Figura 6D).

Discussao

O presente estudo abordou pela primeira vez o efeito do FFTO nos danos
renais causados pela combinagdo entre sobrecarga renal causada pela UNX e
alteracbes do metabolismo lipidico causadas pela obesidade. Nossos resultados
mostraram que o tratamento de camundongos obesos uninefrectomizados por 10
semanas com FFTO nao apenas preveniu a disfuncao renal, avaliada pela proteinuria,
reduziu a expansao mesangial de mais de 70%, mas também reduziu a inflamagéao e

fibrose no tecido renal. Além disso, o tratamento reduziu TG e o colesterol plasmaticos
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e o acumulo de TG nos rins. Esse efeito benéfico do FFTO sobre a fung&o e morfologia
do rim foi associado com a redugao da hiperlipidemia que consequentemente reducéo
da sobrecarga renal causada pelo excesso de TG. O aumento do FGF-21 parece estar
associado a inflamacao causada pela obesidade e pela UNX e o tratamento com

FFTO reduziu estes niveis.

Os grupos com obesidade induzida por HFD apresentaram diminuicado da
ingestao alimentar. O maior aporte energético desta dieta provoca maior saciedade
aos animais, que ingerem porgdes menores quando comparados aos animais que
consomem dieta normocaldrica (Shin, Lim et al., 2009; Pinhal, Lopes et al., 2013).
Assim como em outros estudos, a dose do FFTO oferecido na dieta correspondeu a
uma dose aproximada de 20mg/kg/dia, baseada no consumo de HFD (Shin, Lim et al.,
2009; Chung, Lim et al., 2012). Todos parametros utilizados para a avaliagao da
obesidade aumentaram nos grupos obesos. Como ja observado em estudos
anteriores, tratamento com FFTO atenuou os parametros de obesidade (Shin, Lim et
al., 2009; Tanaka, Kume et al., 2011; Chung, Lim et al., 2012). Entretanto, de forma
inédita, mostramos que este efeito foi inexistente no grupo obeso com a associagao a

reducdo da massa renal.

A hipertrofia renal causada pela UNX ja havia sido descrita anteriormente em
modelos animais (Gai, Hiller et al., 2014; Chin, ltem et al., 2015). Apds o tratamento
com FFTO estes parametros ndo se alteraram, semelhante ao descrito em outro
estudo que avaliou somente a UNX e o tratamento com o FFTO, sem a concomitancia
com a obesidade (Lee, Wilson et al., 2011). Observamos também que os grupo
uninefrectomizados e obesos (tratados ou ndo com FFTO) apresentaram maior
depuracdo da creatinina (hiperfiltragdo), sugerindo que o dano renal devido a
hiperfiltracdo relacionada a obesidade seja especialmente grave em conjunto com
uma redugado na massa renal (Henegar, Bigler et al., 2001; Gai, Hiller et al., 2014;
Chin, Item et al., 2015).

Lesbes glomerulares, como glomerulosclerose, e albuminuria sdo observadas
no estagio inicial da doenga renal associada a anormalidades metabdlicas, como
reducao da adiponectina e da lipdlise e aumento da leptina e da lipogénese (Henegar,
Bigler et al., 2001; Van Der Heijden, Bijzet et al., 2015; lwan-Zietek, Ruszkowska-
Ciastek et al., 2016). Alteracdes estruturais e funcionais ja haviam sido observadas

em doadores de rim obesos (Praga, Hernandez et al., 2000). Nossos achados
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corroboram estes relatos uma vez que no grupo Doador OB encontramos 10x mais
expansao mesangial nos glomérulos do que o observado no grupo Sham (Wang, He
et al., 2012; Gai, Hiller et al., 2014; Gai, Gui et al., 2016). Consistente com os achados
anteriores em modelos de obesidade sem reducdo de massa renal (Tanaka, Kume et
al., 2011; Chung, Lim et al., 2012; Hong, Lim et al., 2014; Sohn, Kim et al., 2017), o
tratamento com FFTO protegeu também de forma inédita contra o dano renal no grupo

Doador OB FFTO, reduzindo a proteinuria e a expansao mesangial

A obesidade nos animais uninefrectomizados tendeu a provocar um estado de
hiperlipidemia branda que foi reduzida apés o tratamento com FFTO, como descrito
por outros autores (Wang, He et al.,, 2012; Gai, Hiller et al., 2014). Os niveis de
colesterol ndo se alteraram no modelo de UNX e obesidade, nem tampouco pelo
tratamento com FFTO (Tanaka, Kume et al., 2011; Chung, Lim et al., 2012). Assim
como ja observado no tecido cardiaco, a agao protetora do FFTO pode nao ser
unicamente dependente da reduc&o dos niveis sistémicos dos lipidios (Zhang, Cheng
et al., 2016). Em outros estudos, assim como o nosso, os efeitos renoprotetores do
FFTO foram acompanhados pela diminuicdo do acumulo de lipidios e da inflamagao
no rim (Tanaka, Kume et al., 2011; Hong, Lim et al., 2014). Estes achados sugerem
que o efeito seja resultante do aumento da lipdlise renal mediada pelo PPAR-a e que
possa ser uma estratégia terapéutica na prevencdo da esteatose e lipotoxiciade

renais.

A ingestdo de gorduras saturadas leva ao aumento da albuminuria e os
marcadores inflamatorios potencializam a lesdo em modelos de obesidade (Wang, He
et al., 2012; Pinhal, Lopes et al., 2013). Corroborando estes relatos, encontramos
acumulo de lipidios no tecido renal juntamente com expressao elevada de citocinas
inflamatorias, como IL-6, IL-1B e IFN-y, associado as anormalidades funcionais e
estruturais no rim nos animais do grupo Doador OB (Sharma, 2009; Van Der Heijden,
Bijzet et al., 2015). Nossos dados demonstram que na obesidade, quando sobreposta
a UNX, ha maior expressédo de MCP-1, e potencialmente maior lesdo tubular mediada
por macrofagos (Stemmer, Perez-Tilve et al.,, 2012; Wang, He et al., 2012). O
tratamento com FFTO reduziu a resposta inflamatéria nos animais uninefrectomizados
e obesos, evidenciada pela reducdo da expressdo tanto de MCP-1 quanto das
citocinas inflamatdrias, assim como relatado em um estudo anterior quando animais

obesos foram tratados com FFTO (Tanaka, Kume et al., 2011).
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O FGF-21 foi expresso em abundancia nos grupos Sham OB, Doador e Doador
OB. Sua agao de redugao no acumulo de lipidios nos tecidos renais pode acorrer sem
correlagdo com os niveis plasmaticos de TG (Zhang, Shao et al., 2013). O FFTO é um
agonista de PPAR-a que induz o aumento da expressdo hepatica de FGF-21,
entretanto n&o é conhecido se haveria mesmo comportamento no tecido renal (Ong,
Rye et al., 2012; Kim e Lee, 2015). Observamos reducgéao significativa os niveis FGF-
21 apo6s a tratamento nos grupos com obesidade (Sham OB FF e Doador OB FF). O
FGF-21 pode estar relacionado a inflamacao e/ou ser mediador da agao do FFTO
(Cheng, Zhang et al., 2016). Pode ser também considerado um fator de resposta ao
estresse celular, uma vez que alteragbes nas organelas citoplasmaticas estimulam
sua expressao, o que poderia explicar sua maior expressao no grupo com nefrectomia
e sem obesidade (Dostalova, Haluzikova et al., 2009; Suassuna, De Paula et al.,
2019). E em estudos clinicos, os niveis séricos de FGF-21 aumentaram
progressivamente com a perda da fungdo renal, independente da presenca de

obesidade (Anuwatmatee, Tang et al., 2019).

Em modelos de obesidade, o tratamento com FFTO reduziu os marcadores de
estresse oxidativo, inflamacao e fibrose (Zhang, Shao et al., 2013; Cheng, Zhang et
al., 2016). Nosso estudo esta em concordancia com esses achados e demonstrou que
o FFTO também é capaz de proteger o rim remanescente contra estas lesdes. A
expressao de PAI-1 esta associada ao estresse oxidativo e a inflamacgao e é utilizada
como um marcador pré-fibrético. Assim como em outros estudos, observamos
aumento da expressao de PAI-1 em animais obesos e sua redugao apoés tratamento
com FFTO (Chen, Zhang et al., 2006; Tanaka, Kume et al., 2011). Assim como
descrito anteriormente, encontramos areas de fibrose renal nos grupos obesos (Jiang,
Wang et al., 2005). A extensao da fibrose foi maior no rim remanescente dos animais
obesos e o FFTO foi capaz de reduzir esta lesao, assim como relatado em modelo de

obesidade sem reduc&o da massa renal (Chen, Zhang et al., 2006).

E importante citar as limitacdes do estudo. Embora semelhante ao descrito por
outros autores, o modelo de obesidade desencadeou dislipidemia ndo acentuada
(Wang, He et al., 2012; Sohn, Kim et al., 2017). As potenciais explicagées podem ser
a diferente susceptibilidade da colbnia ou a menor capacidade de inducido de
alteragdes metabdlicas da fonte utilizada de gorduras (Shin, Lim et al., 2019) A

dosagem do FGF21 circulante poderia auxiliar no esclarecimento das hipéteses da
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sua correlacdo com os achados. A avaliacido dos marcadores do metabolismo lipidio,
como expressao proteica de SREBPs, expresséo génica do PPAR alfa, trariam melhor
caracterizagdo da atividade lipolitica e lipogéncia tanto no modelo como apdés o

tratamento com o FFTO.

Conclusao

Em conclusdo, os efeitos da HFD no rim parecem ser potencializados em
camundongos submetidos a UNX, como evidenciado pela maior proteinuria e
expansao mesangial, na 102. semana de experimento. Isso também foi confirmado
pelo acumulo de lipideos no rim e pelo grau de fibrose renal nos camundongos do
grupo Doador OB. O tratamento com o FFTO melhora a dislipidemia e a disfungao
renal causada pela obesidade em camundongos uninefrectomizados, além de reduzir
o acumulo lipidico renal e as alteragdes morfologicas. A ativagdo do PPAR-a pelo
FFTO limitou a inflamacdo e a fibrose no rim induzida pela obesidade. Estes
resultados fornecem evidéncias de que a acao farmacolégica do FFTO pode ser
explorada como estratégia terapéutica contra a lesao renal causada pela obesidade

em doadores de rim.

Tabelas

Material suplementar 1. Primers e sondas utilizadas no gRT-PCR.

Gene alvo | Sentido Anti-sentido

IL-6 TCTCTGCAAGAGACTTCCATCC AGACAGGTCTGTTGGGAGTG

IL-18 GGATGATGATGATAACCT CATGGAGAATATCACTTGTTGG
MCP-1 CAAGATGATCCCAATGAGTAG TTGGTGACAAAAACTACAGC

IFN-y TGAACCCTGTCGTATGCTGGGAAT | TTAGCTTTAACTCTTGGCCCAGGCA
FGF 21 CTGCGCCTACCACTGTTCC CTGCGCCTACCACTGTTCC

IL-6, Interleucina-6; IL-1B, Interleucina-1B; MCP-1, proteina quimioatraente monocitaria-1;

IFN-y, Interferon-y; FGF-21, fator de crescimento de fibroblastos-21.
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Tabela 1. Parametros metabdlicos e de fungéo renal dos animais submetidos a cirurgia Sham

ou UNX e a dieta normocalérica ou HFD, apds 10 semanas de experimento.

10 Semanas
Parametros Sham Sham OB Doador Doador OB
(N=9) (N=10) (N=8) (N=8)
Consumo (g/dia) 3,6+0,7 2,240,3° 4,2+0,7 2,6+0,3 ®
Ganho energético (Kcal/dia) | 14,0+2,7 12,4+1,8 16,2+2,3 14,8+1,8
Peso total (g) 27,2+1,1 29,8+3,3 2 25,2+0,9 2 27,7429 °
Ganho de peso (g) 3,0+2,0 6,5+1,9° 3,4+1,8 4,442 1
Gordura total (g) 0,41+0,17 | 1,46+0,662 | 0,19+0,082 | 1,03+0,38 %
Peso renal (g) 0,17+0,01 0,15+0,012 | 0,20+0,03 2 0,20+0,01 2
indice de Lee (g/cm?) 310+6 318+6 2 306+5 308+6
Sham Sham OB Doador Doador OB
(N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
Proteinuria (mg/24h) 2,14+1,2 9,0+2,6 @ 1,0+1,1 10,9+1,5aP’
Relagao Proteina/Creatinina 2,2+0,5 2,7+0,2 1,6+0,6 2,5+0,1
Creatinina sérica (mg/dL) 1,0+0,1 0,9+0,1 0,9+0,1 0,9+0,1
Depuracéo da creatinina
(mUmin) 0,06+0,04 | 0,25+0,09° 0,04+0,03 0,34+0,07
Sham Sham OB Doador Doador OB
(N=4) (N=4) (N=4) (N=4)
TG no rim (mg/g de tecido) 2,91+0,87 | 4,06+0,25° 3,29+0,25 4,56+1,40
Colesterol no rim (mg/g de
tecido) 3,60+0,25 3,51+0,24 3,83+0,24 4,67+1,18

Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de acordo com a distribui¢ao. @
p<0,05 vs. Sham, ® p<0,05 vs. Doador
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Tabela 2. Perfil lipidico dos grupos estudados apds 20 semanas de experimento.

Sham Sham OB Sham OB Doador Doador OB | Doador OB
(N=9) (N=10) FFTO (N=10) (N=10) (N=10) FFTO (N=9)
TG sérico
89,9+25,4 | 102,7+37,2 58,0+17,1¢ | 79,5+14,6* | 113,9+514 79,4+21,2*
(mg/dL)
Colesterol
sérico 83,4+11,2 | 185,0+15,0° | 213,9+14,5° | 95,2+8,5% | 194,5+35,12° | 229,7+17,1¢
(mg/dL)
HDL
sérico 73,9+8,8 | 146,6+8,4% | 176,8+28,4° | 87,6+6,7% | 168,8+19,6%° | 186,1+21,7
(mg/dL)
LDL
sérico 8,9+1,8 34,6+4,0° 13,6+1,5° 38,0+8,67 | 61,2+11,9% | 53,4+125¢
(mg/dL)

Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de acordo com a distribuicao.
3 p<0,05 vs. Sham; ® p<0,05 vs. Doador; ¢ p<0,05 vs. Sham OB; ¢ p<0,05 vs. Doador OB e
*p=0,07 vs. Doador OB
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Figura 1. Delineamento experimental. Sham, cirurgia simulada; OB, obeso; FFTO, fenofibrato, UNX, uninefrectomia; HFD, dieta

hiperlipidica.
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Figura 2. Avaliagdo do modelo de UNX e obesidade apds tratamento com FFTO. A e D: evolugao do ganho de peso durante as

20 semanas de experimento; B, C, E-H: dados da 202 semana. Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de

acordo com a distribuicdo. @ p<0,05 vs. Sham; ? p<0,05 vs. Doador; ¢ p<0,05 vs. Sham OB e 9 p<0,05 vs. Doador OB.
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Figura 3. Funcéo renal (A, B, D, E) e avaliagdo da morfologia glomerular (C: H&E, 400x; D: morfometria para expansao mesangial)

apos tratamento com FFTO adicionado a dieta por 10 semanas. Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de

acordo com a distribuicdo. @ p<0,05 vs. Sham; ? p<0,05 vs. Doador; ¢ p<0,05 vs. Sham OB e 9 p<0,05 vs. Doador OB.
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Figura 4. Depdsito de lipidios nos rins e valores das adipocitocinas no tecido renal ap6s a indugédo de obesidade e tratamento com

FFTO por 10 semanas. Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de acordo com a distribuigdo. 2 p<0,05 vs.

Sham; ® p<0,05 vs. Doador; ¢ p<0,05 vs. Sham OB e ¢ p<0,05 vs. Doador OB
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Figura 5. Perfil inflamatério no rim, por expressdo de mRNA por PCR, apés indugao de obesidade e tratamento com FFTO por 10

semanas. Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de acordo com a distribui¢éo. 2 p<0,05 vs. Sham; ° p<0,05

vs. Doador; ¢ p<0,05 vs. Sham OB e ¢ p<0,05 vs. Doador OB
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Figura 6. Expressao de PAI-1 e avaliagao de fibrose intersticial renal apds indugao de obesidade e tratamento com FFTO por 10
semanas. A e B: morfometria com quantificagdo da area positiva na coloragao Sirius Red (200x); C: fotomicrografias ilustrativas; D:
niveis de PAI-1 no tecido renal (ELISA). Grupos comparados pelo teste t de Student ou Mann-Whitney de acordo com a
distribuicdo. 2 p<0,05 vs. Sham; ? p<0,05 vs. Doador; ¢ p<0,05 vs. Sham OB e 9 p<0,05 vs. Doador OB
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8 CONCLUSAO

Investigamos as causas e os efeitos da obesidade induzida em modelos
animais na tentativa de melhor compreender a fisiopatologia dessa doenca.
Identificamos varios pontos a serem considerados na escolha de um modelo de
obesidade para a pesquisa experimental, e decidimos por utilizar a dieta hiperlipidica,

que promove alteragcdes metabdlicas semelhantes as desenvolvidas pelo ser humano.

Avaliamos as evidéncias disponiveis sobre o acumulo de lipidios nos rins e os
mecanismos adaptativos e lesivos que decorrem da lipotoxicidade renal. Em resumo,
as alteragdes no metabolismo lipidico estdo envolvidas com os danos a funcao e
morfologia dos rins por meio de diversos mecanismos e que o conhecimento dos
mesmos pode auxiliar na proposta de novos alvos de prevencao e tratamento no

controle dos danos renais secundarios a lipotoxicidade.

De forma experimental, comprovamos os efeitos da dieta hiperlipidica em
camundongos uninefrectomizados sobre a fungdo e morfologia dos rins. Os danos
glomerulares, fibrose intersticial e o acumulo de lipideos no rim remanescente de
camundongos obesos foram reduzidos nos animais tratados com Fenofibrato,
acreditamos que pela ativacdo do PPAR-a. O tratamento com Fenofibrato reduziu a
expressao de citocinas inflamatérias que foram estimuladas pela uninefrectomia e

obesidade.
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ANEXO A

Certificado da comissédo de ética no uso de animais

ummﬁ'é"‘" PUBLICO FEDERAL
ADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Eertiﬁcamos que o protocolo n®. 034/2016 — CEUA sobre “Avaliagio da morfologia ¢ fungio
renais em camundongos uninefrectomizados alimentados com dieta hipercalérica® projeto de
pesquisa sob a responsabilidade de HELADY SANDERS PINHEIRO com a colaboragio de
BARBARA BRUNA ABREU DE CASTRO, KAIQUE ARRIEL e LUCAS MADEIRA estd
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em 06/09/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa
serio liberados 130 camundongos da linhagem CS57BL/6 (130 machos) de % semanas
conforme solicitado e que serfio utilizados no periodo de 01/10/2016 a 31/12/2019.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n®. 034/2016 - CEUA about “Avaliagio da morfologia e funglo
renais em camundongos uninefrectomizados alimentados com dieta hipercalérica™ under
responsability of HELADY SANDERS PINHEIRO and collaboration of BARBARA
BRUNA ABREU DE CASTRO, KAIQUE ARRIEL and LUCAS MADEIRA - is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA
DE PESQUISA/UFJF = ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
06/09/2016. For the development of this research 130 mice of lineage C5TBL/6 (130 males)
of 8 weeks of age, will be delivered as requested in the period of 01/10/2016 to 31/12/2019.

Juiz de Fora, 30 de setembro de 2016

Wﬁl e

nadora Vice-coordenadora
CEUA CEUA




SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunidio realizada em 06/11/2018, analisou o protocolo n?.
046/2018 intitulado “Efeito do fenofibrato, um agonista do PPARa, na leso renal
induzida pela obesidade apts uninefrectomia”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de Hélady Sanders Pinheiro e colaboracio de Barbara Bruna
Abreu de Castro, Kaique Armriel e Petrus Ferreira Rend, a ser realizado no periodo de
15/11/2018 a 31/12/2020. Por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentag8o Animal, adotados pelo Conselho MNacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Serdo utilizados 70
camundongos C5TBI6 machos com 8 semanas, projeto a ser realizado no biotério
do Centro de Biologia da Reprodugéio da Universidade Federal de Juiz de Fora. O
prazo de validade desse cerificado @ equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel
por mais um ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do
projeto de acordo com orientacio técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 046/2018- CEUA about “Efeito do fenofibrato, um
agonista do PPARq, na lesdo renal induzida pela obesidade apts uninefrectomia®,
under responsability of Hélady Sanders Pinheiro and collaboration of Barbara Bruna
Abreu de Castro, Kaigue Arriel and Petrus Ferreira Rend, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of
Animal Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
06/11/2018, For the development of this research 70 male C57BI6 mice with 8
weeks of age wil be delivered as requested in the period of 15/11/2018 to
31/12/2020. The Project will be performed at Center of Reproduction Biology located
at Federal University od Juiz de Fora. The term of validity of this certificate might be
extended for one more year by means of justification during the period of vality.

Juiz de Fora, 13 de novembro de 2018.

F Coordenadora Vice- Coardenadora
CEUA CEUA
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Modelos experimentais de obesidade: analise

critica do perfil metabélico e da aplicabilidade

Experimental models of obesity: critical analysis of the
metabolic profile and of aplicability

RESUMO

Introducan: & prevalinea da obesidade & o2 culras doéngas relsconadas estd aumentando em todo o munds de

farma. prepcupante. Caracterizada pele suments do peso corparal ou do scumulo excessive de gerdura corparal, 8

aobasidade tem sldo associads ba sements da mortalidade decorrenle de maior incddéncla 82 hipertenalo, diabetes &
whrios Hpos de cAnced. 02 modelos snlmais fornecem dadas fundarnent sis pars & compreensso das parfmetros bisicos

quie regulam os o

rmipbnentes do nosas balanco enefgéticn. Objetiva: ests révisio seleclonou artlgos que ulilizaram
modelos animais (ratos e camundongos) de obesidade focsndo nas principais slteracies metabilicas causadas pels
obesidede com o objetlvo de apressntar os principals modelos utilizades nos ditimos 5 snos. Material & Métodos:
Forarmn realizadss duas buscss ng base de dados PubMed wtlllzands as exprescies: “phesity™ AND “"mefabolleam™ AND
“aramal mode]” AND “mice” & "obesity” AND “metabalism” AND “animal modal” AND Trat”, sends Seleciohilbios o8
estudes conslderados mais relevantes & partir dos critdérios: desericio detalhads do models experimental £ anslise dos
pardmetros meatabdlices de interesse: peso, perfil lipidico. & perfl gllcémico. Outvas relerdncias foram wtilizadas para

eludidar melhor of modeles encontrados & também aquelss que nlo foram citados, mas, que possusm mpartincia

g entend

wnto da svolugks dos modelos animais de obesidade. Resultades: A sspécke mas ulllizads o o
camundonga, o sexo predominants ol o masculino, & Meécs etirla dos roedores varou dé neonatos alé 44 semanas
& o periodo de acompanhamento chegou aié 53 semanss, A cbhesidade fol confirmads pelo saumento significative do
pesn & na maloris des estudes foram encontradas alteracfes no metsbellsmo Epidico & glicdmica. Encontramos cince
grupos de mecantamod de induclo da obesidade porém a majoria dos estudos utifizou distas hiperlip/dicas, modelo

que mals s& assemelha b3 altersides metabolicas encontradas em humanes. Conclusdé: Investigar 45 ChESEs &

ABSTRACT

Introduction: The prevalence of abesity and other related dissasesis increasing worldwide worrisome. Characterized
by Increased body welght or emcesslve sccumulation of body fat, cbesity has been assoclated with Increased martality
due to higher incldence of hypertension, diabetes and many types of cancer. Animal modets provide key data for
understanding the baslc parameters that regulate the components of our energy balance. Objective: This review
selected artlcles that used andmal models (mice and mice) for obesity focusing on the maén metabolic changes causad
by obesity in order bo present the maln models used In the last 5 years. Material and Methods: Two searches were
performed in the PubMed database using the expressions “obesity” AND *metabolism® AND “anémal model® AND
“réce” and “obeslty” AND “metabolism® AND "animal modsl® AND "rat”. We selected the papers consldered maore
relevant from the criteria: detalled description of the experimental model and anatysis of the metabolic parameters
of Interest: walght, lipld profile and glycemic profile. Other references were used to batter elucidate the modets found
and also those that were not mentloned, but we conskdered impertant for the understanding of the evolution of animal
models of ohesity. Results: Mouse was the most used spedies, the predominant gender was male, the rodent age
ranged from necnates up to 44 weeks and the follow-up period reached up to 53 weeks. Obesity was confirmed by a
stgndficant weight galn and most studies showed alterations in lipsd and ghycemic metabolism. We found five groups
of nducthon of obesity, but the majority of studes applled hiperlipidic diets, model which better mimlcs metabolic
chances foend In humans, Concluslon: Investigating the causes and effects of Induced obesity in experimental
models may provide 2 better understanding of the pathophysisdegy of obesity, creating new options for prevention

and treatment.

Keywords: animal models, metabolism, obesity, rodentio
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