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RESUMO

A obesidade estd diretamente relacionada ao aumento da resisténcia a insulina, o que pode
aumentar as chances de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2), bem como o risco de
doengas cardiacas, hipertensdo e disfungdes renais. O actimulo de lipideos, leva a
complica¢des metabolicas, condigdes associadas a um declinio progressivo da funcdo renal,
aumento de mediadores pré-inflamatorios e danos as estruturas renais, resultando em lesoes
tubulares, alteragdes glomerulares e sobrecarga hemodindmica. Para o controle da
hiperglicemia no DM2, uma nova classe de medicamentos antidiabéticos, os inibidores do
cotransportador de Sédio-Glicose 2 (SGLT2), tem demonstrado eficacia. Estes fAirmacos sdo
capazes de reduzir a reabsorc¢ao de glicose e sddio nos rins, diminuindo os niveis de glicose
no sangue, e proporcionando efeitos benéficos adicionais, como a redu¢do do estresse
oxidativo, inflamagdo e apoptose nas células renais. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos de uma dieta rica em gordura e agucar na morfologia e fun¢do renal de
camundongos machos e fémeas. Além disso, buscamos avaliar o efeito protetor da
dapagliflozina (inibidor de SGLT2) no estado glicémico, perfil lipidico, fungdo renal e
morfologia, mimetizando condi¢des de obesidade e DM2. Foram utilizados camundongos
C57Bl/6, machos e fémeas, com 4 semanas de idade (CEUA: #71/2023). Os animais foram
divididos em dois grupos: um foi mantido em uma dieta rica em agucar e gordura, enquanto o
outro seguiu uma dieta controle (AIN93G) por um periodo de 12 semanas, a fim de simular
condi¢des de obesidade e DM2. Apds as primeiras 8 semanas de dieta, os camundongos
comegaram a receber tratamento com dapagliflozina (DAPA, 1 mg/kg/dia) por um periodo de
4 semanas. Os camundongos foram submetidos a eutanasia para uma analise da funcdo e da
morfologia renal. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo
pos-teste de Tukey, com significAncia entre os grupos quando P<0,05. Machos HSB
apresentaram ganho de peso significativo a partir da 5* semana de dieta, mantendo-se até a 12°
semana. Fémeas HSB ganharam peso a partir da 6* semana, mantendo-se até a 12* semana.
Além disso, machos HSB apresentaram alteragdes metabolicas caracterizadas por
hiperglicemia e tolerancia a glicose prejudicada, enquanto em fémeas essas mudangas nao
foram observadas. O tratamento com DAPA nao foi eficaz em reduzir o peso corporal ao
longo das semanas de tratamento, em contrapartida reduziu a hiperglicemia e restaurou a
tolerancia a glicose de machos HSB. Os resultados de fungdo renal mostraram um aumento
significativo na proteinuria em machos HSB, indicando lesdo. A elevagdo nos niveis de GGT
e LDH na urina reforgou a presenca de dano tubular. O tratamento com DAPA mostrou-se
eficaz na reducdo desses marcadores , sugerindo um possivel efeito protetor na fungdo tubular
renal dos camundongos submetidos a uma dieta hiperpalatavel, contribuindo para a
preservacdo da integridade funcional dos rins. Estruturalmente, os rins de machos HSB
apresentaram danos, caracterizados pela presenca de vacuolizagdo, aumento de células
intersticiais e diminui¢do de células tubulares. Notavelmente, o tratamento com DAPA foi
capaz de reverter essas alteragdes. O aumento de inflamacao foi observado com elevagao dos
niveis de IL-1p, associado ao aumento de lipotoxicidade, evidenciado pelo incremento dos
triglicerideos no tecido renal de machos HSB. Dessa forma, nosso trabalho mostra um padrao
distinto de respostas entre machos e fémeas, revelando uma complexa interacio entre dieta,
ganho de peso e fun¢do renal. Contudo, mais estudos sdo necessarios para entender os efeitos
da dieta HSB em fémeas.

Palavras-chave: Dieta hiperpalatavel; obesidade, diabetes mellitus tipo 2, inibidor do
cotransportador de glicose e sddio-2 (SGLT2), camundongos C57Bl6.



ABSTRACT

Obesity is directly associated with increased insulin resistance, which can elevate the risk of
developing type 2 diabetes mellitus (T2DM), as well as the risk of heart disease,
hypertension, and kidney dysfunctions. The accumulation of lipids leads to metabolic
complications, conditions associated with a progressive decline in kidney function, increased
pro-inflammatory mediators, and damage to renal structures, resulting in tubular injury,
glomerular alterations, and hemodynamic overload. For controlling hyperglycemia in T2DM,
a new class of antidiabetic drugs, Sodium-Glucose Cotransporter 2 (SGLT2) inhibitors, has
shown efficacy. These drugs reduce the reabsorption of glucose and sodium in the kidneys,
lowering blood glucose levels and providing additional benefits, such as reducing oxidative
stress, inflammation, and apoptosis in renal cells. In light of this, the aim of this study was to
investigate the effects of a high-fat and high-sugar diet on the renal morphology and function
of male and female mice. Additionally, we sought to evaluate the protective effect of
dapagliflozin (an SGLT2 inhibitor) on glycemic status, lipid profile, renal function, and
morphology, mimicking conditions of obesity and T2DM. Male and female C57Bl/6 mice,
aged 4 weeks, were used (CEUA: #71/2023). The animals were divided into two groups: one
was maintained on a high-fat and high-sugar diet, while the other followed a control diet
(AIN93G) for a period of 12 weeks to simulate conditions of obesity and T2DM. After the
first 8 weeks of the diet, the mice began treatment with dapagliflozin (DAPA, 1 mg/kg/day)
for a period of 4 weeks. The mice were euthanized for the analysis of renal function and
morphology. The results were analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc
test, with significance set at P<0.05 between groups. Male HSB mice showed significant
weight gain starting from the 5th week of the diet, which persisted until the 12th week.
Female HSB mice gained weight starting from the 6th week, which also persisted until the
12th week. Furthermore, male HSB mice exhibited metabolic alterations characterized by
hyperglycemia and impaired glucose tolerance, whereas these changes were not observed in
females. DAPA treatment was not effective in reducing body weight over the course of
treatment; however, it reduced hyperglycemia and restored glucose tolerance in male HSB
mice. Renal function results showed a significant increase in proteinuria in male HSB mice,
indicating kidney injury. The elevated levels of GGT and LDH in the urine further reinforced
the presence of tubular damage. DAPA treatment was effective in reducing these markers,
suggesting a possible protective effect on renal tubular function in mice subjected to a
hyperpalatable diet, contributing to the preservation of the functional integrity of the kidneys.
Structurally, the kidneys of male HSB mice showed damage, characterized by the presence of
vacuolation, increased interstitial cells, and decreased tubular cells. Notably, DAPA treatment
was able to reverse these alterations. Increased inflammation was observed with elevated
IL-1PB levels, associated with increased lipotoxicity, evidenced by elevated triglycerides in the
renal tissue of male HSB mice. Therefore, our work reveals a distinct pattern of responses
between males and females, highlighting a complex interaction between diet, weight gain, and
renal function. However, further studies are needed to understand the effects of the HSB diet
in females.

Keywords: Hyperpalatable diet; obesity; type 2 diabetes mellitus; sodium-glucose
cotransporter-2 (SGLT2) inhibitor; C57B16 mice.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o sobrepeso e a obesidade tém aumentado exponencialmente,
tornando-se cada vez mais prevalentes tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento, e assim contribuindo para o desenvolvimento de doencas cronicas
(MULLER et al., 2019). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), em 2025
estima-se que 2,3 bilhdes de adultos no mundo estejam acima do peso, sendo 700 milhdes
com obesidade, isto ¢, com indice de massa corporal (IMC) acima de 30 kg/m? (ABESO,
2016). No Brasil, a obesidade ¢ um dos problemas que mais afeta a populagdo. De acordo
com dados publicados pelo Ministério da Satde (MS), houve um aumento de 89% nos
ultimos quinze anos, saindo de 11,8% em 2006 para 22,4% em 2021 (VIGITEL, 2021).

A obesidade ¢ uma condicdo que estd relacionada ao aumento do risco de varias
condigdes e doencas cronicas, que incluem asma, cancer, hipercolesterolemia e doengas
cardiovasculares, dentre elas, o diabetes mellitus (SAFAEI et al., 2021). A associacao entre
obesidade e diabetes mellitus é conhecida de longa data. A maioria dos pacientes acima do
peso ou obesos apresentam resisténcia a insulina, o que aumenta as chances de desenvolver
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A associagdo entre obesidade e DM2 eleva o risco de doenca
coronariana, hipertensao, acidente vascular encefalico e disfuncao renal (WANG et al., 2018;
PAULA, 2006).

Um dos principais mecanismos pelos quais a obesidade aumenta o risco de
desenvolver diabetes sdo as complicagdes metabolicas causadas pelo acumulo de lipideos
predominante na parte superior do corpo (gordura subcutanea abdominal e intra-abdominal)
(KLEIN et al., 2022), e que resultam em intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, e resisténcia
a insulina (RI) (WANG et al., 2018; KAHN; HULL; UTZSCHENEIDER, 2006). Além disso,
dietas ricas em gordura sdo acompanhadas por aumento do estresse oxidativo nos tecidos
hepatico, renal e cardiaco, bem como, alteragdes funcionais e metabolicas. Essas alteragdes
incluem aumento da inflamacdo cardiaca, fibrose e hipertrofia; bem como aumento do peso
do figado, deposicao de gordura, inflamagao e fibrose (ZEENI et al., 2015).

Diversos estudos tém correlacionado o acimulo anormal de lipidios em tecidos
periféricos e a inducao de RI, apdés consumo de dieta rica em gordura, com um declinio
progressivo da funcdo renal em modelos animais (MULLER et al., 2019; HANDY;
HOLLOWAY, 2023). A literatura relata uma importante associacdo entre o acimulo de
lipideos renais e o aumento de mediadores pro-inflamatérios renais, como: interleucina-1

(IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (MARTINS; MAS,
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2015). A deposicdo excessiva de lipideos renais causa lesdo das células tubulares renais,
danos aos poddcitos, alteracdes estruturais dos glomérulos e esclerose mesangial. Esse
processo esta associado ao desenvolvimento de proteintria, glomerulonefrite € doenga renal
cronica (DRC). Além disso, o aumento da pressdo arterial, vasodilata¢do renal e hiperfiltracao
glomerular, caracteristicas fisiopatoldgicas predominantes na obesidade causam sobrecarga
hemodinamica dos rins, desencadeando lesdes no parénquima renal (KATAOKA; NITTA;
HOSHINO, 2023). Entretanto, ndo esta claro se esses processos sao mediados ou nao pelas
alteragdes promovidas pela DM2 secundaria a obesidade.

A prevaléncia de complicagdes renais em pacientes com DM2 (conhecida como
doenga renal diabética - DRD) atinge cerca de 40%, podendo evoluir para doenga renal em
estagio terminal (DRET) (SHIN et al., 2016). DRET ¢ um estagio avangcado da DRC,
equivalente a faléncia total do 6rgdo ou faléncia renal, onde somente as terapias de reposi¢ao
renal sdo a Unica esperanga de sobrevivéncia dos pacientes nefropatas (IMAMAH; LIN,
2021). A fisiopatologia da DRD compreende uma interacdo de diversos fatores metabdlicos,
como vias dependentes de altas concentragdes de glicose, e fatores hemodindmicos como
super-ativacdo de componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) e endotelina-1 (ET-1),
além de vias inflamatdrias e outras vias alternativas (SALEH et al., 2020). Dentre a grande
variedade de fatores envolvidos na fisiopatologia da DRD, varios trabalhos indicam os efeitos
deletérios de altas concentragdoes de glicose sobre as células renais como fator crucial. Uma
corrente de pensamento propde que a disfungdo vascular induzida pela hiperglicemia ¢ o
mecanismo inicial da nefropatia, sendo também influenciado por um conjunto de mecanismos
patologicos, como: estresse, inflamagao e fibrose (ELKAZZAZ et al., 2021). Por outro lado,
dados mais recentes, apontam os efeitos deletérios do alto influxo de glicose em células
epiteliais glomerulares (podocitos) e células epiteliais do tubulo proximal (CETPs) como
eventos iniciais do desenvolvimento da DRD (FARIAS et al., 2023). Portanto, o descontrole
glicémico ¢ um fator um de extrema importancia na patogénese da DRD.

No controle da hiperglicemia na DM2, os inibidores do cotransportador de
sodio-glicose 2 (SGLT2) ou gliflozinas, sao uma nova classe de farmacos antidiabéticos que
atuam no rim para reduzir a reabsor¢do de glicose no tibulo proximal (YANG et al., 2022).
Como SGLT2 ¢ responsavel por aproximadamente 90% da reabsor¢do tubular de glicose
filtrada pelos glomérulos, sua inibi¢do reduz a reabsor¢do renal de glicose e sddio, reduzindo
os niveis de glicose no sangue (MA et al., 2019). A dapagliflozina (DAPA), a primeira
gliflozina e uma molécula derivada do seu precursor florizina, foi lancada como um inibidor

de SGLT2 e seu efeito hipoglicemiante foi confirmado em muitos ensaios clinicos, que
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demonstraram reducdo de hemoglobina glicada (HbAlc), glicemia de jejum e glicemia
pos-prandial (FERRANNINI et al.,, 2010; ANITHA et al., 2022). Além do seu efeito
hipoglicemiante, foi mostrado que inibidores de SGLT2 poderiam diminuir o estresse
oxidativo, a inflamagdo e a apoptose induzidas por altos niveis de glicose nas células epiteliais
tubulares proximais (JAIKUMKAO et al.,, 2018). Estudos recentes mostram que entre
pacientes com DRC, independentemente da presenca de diabetes, o risco de declinio
sustentado na taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) de pelo menos 50%, progressao
para doenca renal em estdgio terminal ou morte por causas renais ou cardiovasculares foi
significativamente menor ap6s o tratamento com DAPA em comparacdo com placebo
(HEERSPINK et al., 2020). Apesar de atestada a eficacia do efeito nefroprotetor da DAPA, o
mecanismo molecular envolvido nesse processo ainda nao foi elucidado.

Interessantemente, tém sido demonstrada uma possivel correlagao entre alteragdes na
maquinaria endocitica envolvida na reabsorcdao tubular de proteinas com o desenvolvimento
de lesdo tubular e de albuminuria. Recentemente, FARIAS et al. (2023) mostraram que DAPA
atenuou o desenvolvimento de proteinuria de origem tubular, associada a lesdo tubular em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ), um modelo de DRD secundaria ao
diabetes mellitus do tipo 1 (DM1). Além disso, esse efeito protetor tem sido associado a
modulag¢do de componentes da maquinaria endocitica e suas vias de sinalizagdo associadas ao
alto influxo luminal de glicose (DE BARROS PERUCHETTI et al., 2018). Esses dados
sugerem que o alto influxo de glicose via SGLT2 em CETPs promovem disfungdo da
maquinaria de endocitose de proteinas resultando em lesdo tibulo-intersticial e proteinuria
observadas na DRD secundaria a DMI1. No entanto, a possivel participagdo desses
mecanismos celulares e moleculares no desenvolvimento de lesdo renal induzida pela DM2

secundaria a obesidade ainda precisa ser investigada.
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1.1 Rins e funcio renal classica

Em humanos, os rins sdo 6rgaos localizados na regido da cavidade retroperitoneal
que possuem processo fundamental na manutengdo do meio interno, principalmente, através
do ajuste da osmolaridade plasmatica, do volume extracelular / pressdo arterial e do equilibrio
acido-base. O rim executa com exceléncia suas fungdes através de trés processos basicos: (1)
filtracdo (processo ultrafiltracdo do plasma) seguido de (2) reabsor¢do e/ou (3) secregdo.
Através dos mecanismos de reabsor¢do, o rim € capaz realizar a manutengao e conservacao de
componentes essenciais ao organismo (eletrdlitos, solutos organicos e agua) que foram
filtrados. Por outro lado, através da filtragdo e secre¢ao, o rim possui uma alta capacidade de
depuracdo de substancias, prevenindo o acumulo de substincias indesejaveis, seja aquelas
ingeridas ou produzidas pelo metabolismo, € que ndo sdo mais necessarias ao corpo. Essas
substancias incluem ureia, creatinina, acido turico, produtos finais da degradagdo da
hemoglobina e metabolitos de varios hormonios. Elas devem ser eliminadas tdo rapidamente
quanto sdo produzidas. Além disso, os rins sdo responsaveis por produzir hormoénios como a
eritropoietina, renina e vitamina D (HALL, 2011).

Esses processos basicos sdo exercidos pelas unidades morfofuncionais, os néfrons.
Eles sao formados por estruturas com uma intima relacao tubulo-vascular (descrita a seguir).
Para desempenharem suas fungdes, eles possuem uma organizacdo celular altamente
especializada. Cada rim contém cerca de um milhdo de néfrons, cujas subestruturas estdo
distribuidas entre o cortex e medula renal (FIGURA 1). A fung¢do renal é resultante da ag¢ao de
todos os néfrons simultaneamente. Cada néfron contém um corpusculo renal, formado por um
grupo de capilares glomerulares chamado glomérulo e uma capsula epitelial (onde ocorre a
filtracdo inicial do sangue que chega aos rins). Em seguida, diferentes estruturas tubulares
organizadas em série - que incluem o tubulo proximal, alga de Henle, tibulo distal e ducto
coletor - realizam os processos de reabsor¢ao e secre¢ao das substancias filtradas. O resultado

dos processos desencadeados pelo néfron ¢ a formagao da urina (HALL, 2011).
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Figura 1 - Ilustragdo dos rins, distribuicdo do néfron e suas partes principais. A imagem
ilustra a estrutura do rim e de um néfron, que ¢ a unidade funcional responsavel pela filtracao
do sangue. No lado esquerdo, vemos o rim, com o caminho do sangue ndo filtrado chegando
ao o0rgdo e o sangue filtrado saindo para a circulagdo. No lado direito, ha um destaque para o
néfron, com o glomérulo, onde ocorre a filtragdo inicial do sangue, e os tubulos, onde a
reabsor¢do e secrecao ocorrem, culminando na coleta da urina nos ductos coletores. A urina
final sai do ducto coletor em dire¢do ao ureter.

Fonte: National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney diseases, 2020.

1.2 Estrutura e funcio glomerular

A parte inicial do néfron, chamada de corpusculo renal, ¢ formada pelo glomérulo
(FIGURA 2). Os capilares glomerulares, que se originam da arteriola aferente e desembocam
na arteriola eferente, sdo recobertos por células epiteliais chamadas de podocitos, e todo o
glomérulo ¢ envolvido pela capsula de Bowman. Além disso, o glomérulo contém células
mesangiais € matriz mesangial, localizadas entre os capilares glomerulares. As células
mesangiais t€ém funcgdes contrateis e fagociticas, contribuindo para a manutengdo da estrutura

e funcdo do glomérulo (HALL, 2011).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do glomérulo e seus componentes. A imagem mostra
uma representagdo esquematica do corpusculo renal, destacando a estrutura do glomérulo. Ela
inclui as arteriolas aferente e eferente, que trazem e levam o sangue, respectivamente.
Também sdo mostrados componentes importantes, como a capsula de Bowman, os podoécitos,
a MBG, células endoteliais, e as células mesangiais. A imagem enfatiza as interagdes entre
essas estruturas no processo de filtracdo do sangue, levando a formag¢do da urina no tibulo
proximal.

*MBG = membrana basal glomerular
Fonte: Moraes, M.C. Estrutura do Glomérulo Renal. Criagdo com BioRender, 2024. Adaptado
de ANDERS, Hans-Joachim et al., 2023.

Os glomérulos possuem a membrana/barreira de filtragdo glomerular (BFG) que é
formada por trés camadas principais: (1) o endotélio capilar fenestrado, (2) a membrana basal
glomerular (MBGQG) e (3) a camada de células epiteliais internas (poddcitos), sobre a superficie
externa da membrana basal capilar (FIGURA 3) (HALL, 2011). A BFG possui maior
permeabilidade a agua e solutos do que membrana capilar presentes em outros sistemas
(VENKATACHALAM; RENNKE, 1978; DEEN et al., 2004). Apesar da alta intensidade de
filtragdo, a BFG ¢ seletiva na determinagdo de quais moléculas serdo filtradas, com base no
seu tamanho e em sua carga elétrica (HALL, 2011). Este fato garante uma alta restri¢do a
passagem de molécula de raio molecular efetivo mais elevado, como as proteinas plasmaticas
de alto peso molecular. Além da permeabilidade seletiva conferida pela BFG, um outro fator
determinante da filtracdo glomerular € a pressdo efetiva de ultrafiltragdo (a for¢a motriz desse
processo) (LEATHERBY; THEODOROU; DHANDA, 2021). A filtragdo glomerular ¢
medida pela taxa de filtracdo glomerular (TFG), onde clinicamente ¢ determinada pelo

clearance renal de creatinina ou inulina (CUSUMANO; TZANNO-MARTINS; ROSA-DIEZ,
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2021; FILLER; YASIN; MEDEIROS, 2014). O ultrafiltrado resultante, entra nos tubulos
renais, ele flui pelas por¢des sucessivas do tubulo — tiibulo proximal, al¢a de Henle, tubulo
distal, tubulo coletor e, finalmente, ducto coletor — antes de ser excretado como urina. Ao
longo desse curso, algumas substancias sdo seletivamente reabsorvidas nos tubulos de volta
para o sangue, como as proteinas de baixo peso molecular, enquanto outras sdo secretadas do

sangue para o lumen tubular (HALL, 2011).

Poddcitos

Epitélio

MBG

Endotélio

Fenestras

; . Filtragao plasma .
Lumen capilar glomerular Albumina

Figura 3 - Representagdo da barreira de filtragdo glomerular. A figura mostra a barreira de
filtragdo glomerular com destaque para os poddcitos, cujos processos formam extensdes que
envolvem os capilares glomerulares. Entre essas extensdes, o "s/it diaphragm" (diafragma de
fenda) regula a passagem de proteinas e outras moléculas durante a filtragdo. Abaixo da
camada dos poddcitos, as fenestras (pequenas aberturas) nas células endoteliais permitem a
passagem de fluidos e solutos, formando parte da barreira de filtragdo ao lado da MBG. Essa
estrutura garante a seletividade no processo de filtragdo do sangue nos rins.

*MBG = membrana basal glomerular
Fonte: Moraes, M.C. Camadas da barreira de filtracdo glomerular. Criacdo com BioRender,
2024. Adaptado de EBEFORS, Kerstin et al., 2021.

Quando a BFG sofre “ruptura” ou aumenta a sua permeabilidade, devido a danos em
seus componentes, ela perde a capacidade de selecionar adequadamente o que deve ser
filtrado. Isto pode resultar em um ‘“vazamento” de proteinas do plasma para a urina
(proteinuria), que esta associada a perda da fungdo renal e representa um fator de risco para a
progressdo da doenca para faléncia de orgdos (SU et al., 2023). Os podocitos como células
epiteliais do glomérulo que envolvem as paredes capilares dentro do tufo glomerular, sao
expostos exclusivamente a mudangas metabdlicas e pressdes hemodinamicas, o que os tornam

vulneraveis a lesdes (ALGHAMDI et al., 2017). A maioria das doengas renais de etiologia
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glomerular ¢ caracterizada pela quebra da BFG (DAEHN; DUFFIELD, 2021). A MBG ¢
composta por uma trama de colageno e fibrilas proteoglicanas, que apresentam grandes
espagcos por onde uma quantidade significativa de agua e pequenos solutos podem ser
filtrados. Essa membrana atua de maneira eficiente na prevengao da filtragdo de proteinas
plasmaticas, em parte devido as fortes cargas elétricas negativas associadas aos
proteoglicanos. Além disso, a MBG fornece suporte estrutural ao tufo glomerular (ARIF;
NIHALANI, 2013). O espessamento da MBG frequentemente precede a albuminuria
clinicamente evidente (MARSHALL, 2016).

Podocitos ou células epiteliais viscerais sdo células terminalmente diferenciadas que
revestem a superficie externa dos capilares glomerulares. Como um componente principal do
aparelho de ultrafiltragdo, os poddcitos t€ém uma arquitetura celular complexa que consiste em
corpo celular, processos principais e processos podais (REISER, 2016). A resposta dos
podocitos a lesdes € determinada por alteracdes moleculares e estruturais. Eles cobrem a parte
externa da MBG e estdo envolvidos em uma variedade de fungdes glomerulares, incluindo
manuten¢do da barreira de filtragdo, regulacao da filtracao glomerular, suporte do tufo capilar,
renovacdo da MBG e fungdes imunoldgicas. Portanto, formam uma barreira final a perda de
proteinas, o que explica porque a lesdo do poddcito € tipicamente associada a proteintiria
acentuada (ASANUMA et al., 2007). A lesdo cronica dessa estrutura pode também levar ao
descolamento do podocito da MBG (ASANUMA; MUNDEL, 2003). Dependendo da
gravidade e do tempo, as mudangas nas func¢des dos podocitos evoluem para um quadro de
comprometimento da TFG e albuminuria (MUNDEL; SHANKLAND, 2002; SHANKLAND,
2006). Podocina, assim como a nefrina, sdo proteinas presentes na membrana plasmatica do
poddcito na area do diafragma de fenda. Mutagdes no gene que codifica a podocina, causam
sindrome nefrética e glomeruloesclerose. Além disso, ja foi demonstrado que tanto humanos
quanto camundongos sem expressdo de nefrina, nascem sem diafragmas de fenda tipicos e
exibem proteintiria maci¢ca (MINER, 2002).

Considerando que existe um numero finito de poddcitos por glomérulo e que cada
poddcito cobre uma area especifica da MBG, a diminui¢do do numero de poddcitos resulta em
uma insuficiéncia para cobrir adequadamente essa area especifica da membrana basal
(MUNDEL; SHANKLAND, 2002). A perda de podocitos e a incapacidade de substituir
aqueles que foram perdidos devido a falta de proliferagao resultam em uma MBG descoberta,
0 que se torna um ponto inicial de deposito de matriz desencadeando glomeruloesclerose
(MUNDEL; SHANKLAND, 2002). Em glomerulopatias caracterizadas por hipertrofia

glomerular, incluindo nefropatia diabética, os podocitos sofrem hipertrofia para cobrir a area
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de superficie aumentada da MBG. Se esse aumento ndo for proporcional, isso pode levar ao
descolamento dos podocitos (BARUTTA; BELLINI; GRUDEN, 2022). Quando a injaria
podocitaria persiste, ¢ comum o tecido normal ser substituido por tecido fibroético, levando a

perda funcional renal (LOPES et al., 2019).

1.3 Estrutura e func¢ao tubular

Apos a filtragdo inicial do sangue pelos glomérulos, o ultrafiltrado resultante entra
nos tibulos renais, fluindo pelas por¢des sucessivas: tibulo proximal, alga de Henle, tubulo
distal e, finalmente, o ducto coletor, antes de ser excretado como urina. Ao longo desse curso,
algumas substincias sdo seletivamente reabsorvidas nos tibulos de volta para o sangue

enquanto outras sdo secretadas, do sangue para o limen tubular (FIGURA 4) (HALL, 2011).
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Figura 4 - Representagdo da reabsor¢do e secre¢do renal tubular. A figura mostra uma
representacdo detalhada dos processos de reabsor¢do e secre¢do ao longo do tubulo renal. No
tabulo proximal, substancias como ions, glicose e agua sdo reabsorvidas de volta para o
sangue, enquanto residuos e substancias indesejadas sdo secretados para o tibulo. No ramo
descendente da al¢a de Henle, ocorre a reabsor¢do de dgua, e no ramo ascendente, ions sdo
reabsorvidos. No tabulo distal e ducto coletor, a regulagdo fina de ions e 4gua continua,
influenciada por hormdénios como aldosterona e hormoénio antidiurético (ADH), ajustando a
composi¢do final da urina.

Fonte: BioRender, 2020. Kidney Reabsorption and Secretion.
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Através de mecanismos seletivos de transporte ativo e passivo, essas estruturas
modulam a composicdo final da urina, ajustando o balanco de agua, eletrolitos e nutrientes, e
garantindo a eliminagdo de substancias toxicas do organismo (SANDS; LAYTON, 2009).
Esta grande capacidade de reabsorcao de 4gua e solutos somente ¢ possivel devido a presenca
das microvilosidades na membrana apical, bem como de mecanismos celulares especializados
que permitem a reabsor¢do de substancias que normalmente ndo devem ou nao podem ser
excretadas na urina. Estas microvilosidades aumentam a superficie de contato com o filtrado
glomerular, o que favorece o processo de reabsor¢cao (COSTANZO, 2007).

Os processos de reabsor¢do e secrecdo tubular envolvem mecanismos de transporte
ativo e passivo, ocorrendo por diferentes vias. Por exemplo, agua e solutos podem ser
transportados, tanto através das proprias membranas celulares (via transcelular) quanto
através dos espagos juncionais entre as juncdes celulares (via paracelular) (HALL, 2011;
FERAILLE et al., 2022). Ao contrario da filtragdo glomerular, que ¢ relativamente nao
seletiva, permitindo a passagem de quase todos os solutos plasmaticos, exceto as proteinas e
as substancias a elas ligadas, a reabsor¢do tubular ¢ um processo altamente seletivo (HALL,
2011). Como exemplo de substancias que sdo parcialmente reabsorvidas, podemos citar a
agua e os ions, aproximadamente 99% ¢ reabsorvida ao longo dos tiibulos renais. Em
contrapartida, solutos como glicose e aminoacidos sdo reabsorvidos quase que totalmente, de
modo que, em condigdes normais, ndo se espera a presenca dessas substancias na urina
(RUBENSTEIN; YIN; FRAME, 2022). Ao longo do tubulo, existem variagdes nas
intensidades de reabsor¢do de dgua e solutos. No entanto, ¢ fato que pelo menos 65% da 4dgua
e fons, e 100% da glicose e aminoacidos sao reabsorvidos ja no tibulo contorcido proximal,
sendo o principal local de reabsorcdo. As demais quantidades sdo reabsorvidas ao longo das
outras por¢des (HALL, 2011).

As sec¢des subsequentes dos tubulos renais reabsorvem progressivamente menores
quantidades de dgua e solutos. Em particular, o ramo ascendente de Henle ¢ o tubulo
contorcido distal apresentam uma impermeabilidade quase total a d4gua (FERAILLE et al.,
2022). A partir do tabulo proximal, o liquido flui para o interior da al¢a de Henle. Com suas
porcdes descendente e ascendente, ¢ fundamental para a concentracdo e diluicdo da urina,
gracas ao mecanismo contracorrente que permite a criacdo de um gradiente osmoético na
medula renal (ABDALLA, 2020). O tabulo contorcido distal e o tubulo coletor sdo regides
onde ocorrem ajustes finos na reabsor¢do, processos que sdao altamente influenciados por

hormonios como a aldosterona e 0 ADH (OGOBUIRO; TUMA, 2019).
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Além da regulacdo do equilibrio de éagua e eletrolitos, os tibulos renais
desempenham um papel crucial na manutencdo do equilibrio acido-base, por meio da secre¢ao
e reabsorcdo de ions hidrogénio e bicarbonato (RAJKUMA; PLUZNICK, 2018). O
funcionamento adequado desses tubulos ¢ fundamental para a prevengao de distirbios
eletroliticos e acidose metabdlica, condi¢des que, se ndo tratadas adequadamente, podem
resultar em complicagdes severas (DHONDUP; QIAN, 2017). Além disso, os tibulos renais
sdo vulneraveis a uma variedade de lesoes, incluindo hipoxia, proteintria, toxinas, distarbios

metabolicos e senescéncia, podendo desencadear doenca renal (LIU et al., 2018).

1.4 Mecanismo de reabsorc¢io de proteinas pelo tibulo proximal

O tabulo proximal desempenha um papel crucial na reabsor¢ao de proteinas filtradas,
sendo essencial para a recuperacdo tubular de vitaminas, hormdnios, enzimas e
medicamentos. Por meio da captacdo eficiente de praticamente todas as proteinas filtradas,
substancias potencialmente biologicamente ativas sdo eliminadas do ultrafiltrado e,
consequentemente, segmentos posteriores ndo sdo expostos a essas substancias (NIELSEN;
CHRISTENSEN; BIRN, 2016). Sendo este um processo fundamental para a manutencao da

homeostase proteica e a prevencao de perda excessiva de proteinas na urina (FIGURA 5).
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Figura 5 - Representagdo do processo de filtragdo e reabsorcdo da albumina no tabulo
proximal do néfron. A maior parte da albumina filtrada (aproximadamente 99,25%) ¢
reabsorvida pelo tubulo proximal, com uma pequena fragdo sendo excretada na urina (0,25%).

Fonte: CASTROP, Hayo e SCHIEBL, Ina Maria, 2017.
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Os receptores endociticos megalina e cubilina foram identificados como receptores
essenciais nesse processo, cada um ligando-se a uma variedade de proteinas filtradas. A
megalina ¢ altamente expressa nas membranas apicais do tibulo proximal; mais
especificamente, estd localizada na borda em escova. E a cubilina, é coexpressa com megalina
nos compartimentos endociticos apicais do tubulo proximal, e também foi demonstrado
recentemente em podocitos de ratos e humanos (NIELSEN; CHRISTENSEN; BIRN, 2016).

A deficiéncia desses receptores pode ter consequéncias significativas para a funcao
renal. Quando essas proteinas estdo ausentes ou disfuncionais, a capacidade do tubulo
proximal de reabsorver proteinas filtradas ¢ drasticamente reduzida, levando a presenca
anormal de proteinas na urina. Em doencas associadas & proteinuria foi identificado uma
redugdo na expressdao renal de megalina (BIRN; CHRISTENSEN, 2006). Proteinuria
persistente pode ser um sinal precoce de disfunc@o renal e estd associada a progressdo de
varias formas de DRC. A disfun¢@o dos receptores foi sugerida em uma série de distarbios
adquiridos e comuns associados a proteinuria, como insuficiéncia renal aguda (IRA), DRC,
diabetes e hipertensdo (NIELSEN; CHRISTENSEN; BIRN, 2016).

A reabsor¢ao excessiva de proteinas esta envolvida na progressao da DRC, pois ativa
diversas vias nas células do tubulo proximal, resultando em apoptose, estresse do reticulo
endoplasmatico,  inflamag¢do  intersticial, = fibrose @ e  potencial transformacgao
epitelial-mesenquimal (BIRN; CHRISTENSEN, 2006; ZOJA; ABBATE; REMUZZI, 2015).

A proteiniria tem sido tradicionalmente dividida em proteintria tubular e
glomerular. Os defeitos basicos que levam a proteinUria tubular se originam no tubulo
proximal, resultando na excre¢do de proteinas que sdo normalmente reabsorvidas de forma
muito eficiente pelo tibulo proximal por endocitose mediada por receptor. As doengas de
proteinuria glomerular t€ém sua origem em defeitos da barreira de filtragdo glomerular,
introduzindo assim proteinas, que normalmente ndo sdo filtradas ou sdo filtradas apenas em
quantidade limitada, no ultrafiltrado glomerular (CHRISTENSEN; GBUREK, 2004). A
proteiniria ¢ um biomarcador bem estabelecido da DRC, e ¢ um preditor de risco de
desfechos de doencas associadas. A proteinuria também ¢ um fator determinante da

progressdo da DRC em dire¢do a DRET (MAKHAMMAIJANOV et al., 2024).

1.5 Doenca renal cronica

A DRC ¢ uma doenca progressiva, sem cura, com alta morbidade e mortalidade, que

afeta predominantemente a populagdo adulta em geral, especialmente aqueles com diabetes e
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hipertensdo. E caracterizada por alteragdes estruturais e funcionais no rim devido a varias
causas, e ¢ tipicamente definida como uma reducdo na fungdo renal, uma TFGe de menos de
60 mL/min por 1,73 m? Além disso, pode ser identificada por marcadores de danos renais,
como albuminuria e hemataria, alteragdes histolégicas na bidpsia renal, distarbios
hidroeletroliticos persistentes (WEBSTER et al., 2017; AMMIRATI, 2020). A carga global da
DRC ¢ substancial e esta em crescimento constante. Estima-se que cerca de 10% dos adultos
em todo o mundo sdo afetados por alguma forma de DRC, resultando em 1,2 milhdes de
mortes ¢ 28,0 milhdes de anos de vida perdidos a cada ano. Até 2040, a DRC devera se tornar
a quinta principal causa de morte globalmente, representando um dos maiores aumentos
projetados de qualquer causa importante de morte (KALANTAR-ZADEH et al., 2021).

A DRC pode ser causada por diversos fatores, sendo os principais o diabetes
mellitus ¢ hipertensdo arterial (WEBSTER et al., 2017), que podem danificar os vasos
sanguineos nos rins e levar a condigdes como a nefropatia diabética e a doenga renal
hipertensiva (VAN BUREN; TOTO, 2011). Outras causas comuns incluem a glomerulonefrite
cronica, que ¢ a inflamacao dos glomérulos, e doencas renais cisticas, como a doenca
policistica, que provocam a formagdo de cistos nos rins e causam dano renal progressivo.
Além disso, fatores de risco adicionais incluem historico familiar de doenca renal, uso
excessivo de medicamentos nefrotdxicos e doencgas cardiovasculares (AMMIRATTI, 2020).

DRC progride de forma lenta e leva a perda irreversivel de néfrons, culminando em
DRET e/ou morte prematura. Esse processo de progressio ¢ marcado por alteracdes
patologicas que incluem perda de células parenquimatosas, capacidade regenerativa renal
reduzida, estresse oxidativo, dano microvascular ¢ inflamacao cronica, resultando em fibrose
(RUIZ-ORTEGA et al., 2020). A fibrose ¢ um processo de cicatrizagdo nao fisioldgico, que
esta associado a deposicdo excessiva de matriz extracelular e que leva ao comprometimento
da funcdo do orgdo (ZEISBERG; KALLURI, 2013). Na DRC, a perda de podocitos e sua
substituigdo por matriz extracelular, processo conhecido como glomeruloesclerose,
juntamente com a lesdo das células tubulares e a subsequente fibrose tubulointersticial,
contribuem significativamente para a perda de néfrons (LEAF; DUFFIELD, 2017).
Independentemente da causa subjacente, a DRC progride em direcdo a fibrose
tubulointersticial, a qual apresenta uma correlacdo mais robusta com a gravidade da doenca e
com a presenga de proteinuria do que com a lesdo glomerular observada histologicamente.
Além disso, lesdes tubulointersticiais podem também levar ao desenvolvimento de

glomeruloesclerose (RUIZ-ORTEGA et al., 2020).
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Clinicamente, a DRC pode se manifestar com uma ampla gama de sintomas que
variam com o estagio da doenga. Nos estagios iniciais, a doenca pode ser assintomatica ou
apresentar sintomas inespecificos (AMMIRATI, 2020). A medida que a doenca progride,
algumas pessoas apresentam sintomas diretamente como resultado de sua funcdo renal
prejudicada. Alguns sinais incluem, palidez secundaria a anemia, hipertensdo, falta de ar,
coceira ¢ caimbras, sintomas gastrointestinais, alteragdo na produgdo de urina, proteinuria,
hematuria, dentre outros. Além disso, a fungdo renal se torna menos eficaz, fazendo com que
solutos de retencdo urémica se acumulem no corpo, afetando diversos 6rgdos e sistemas
(WEBSTER et al., 2017).

O diagnédstico da DRC ¢ baseado na avaliacdo da TFG, analise de biomarcadores
como a creatinina € a ureia no sangue, ¢ a presenca de proteinas ou sangue na urina. Exames
de imagem e bidpsias renais também podem ser realizados para identificar a causa subjacente
e avaliar o grau de dano renal (WEBSTER et al., 2017).

O manejo da DRC envolve abordar as condigdes subjacentes e prevenir a progressao
da doenga. As terapias atuais t€m eficacia limitada e apenas retardam a progressao da doenca.
Incluem o controle rigoroso da pressao arterial e da proteintria através do bloqueio do SRA
usando inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e/ou bloqueadores do receptor
de angiotensina (BRA), reducdo dos niveis glicémicos em pacientes diabéticos, modifica¢des
na dieta para reduzir a carga sobre os rins, e tratamento das complicacdes associadas, como
anemia e desequilibrios eletroliticos. Em estagios finais, pode ser necessario iniciar dialise ou
considerar o transplante renal para substituir a funcdo renal perdida (AMMIRATI, 2020;
RUIZ-ORTEGA et al., 2020).

Vérios sdo os fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento e a progressao
da DRC, com destaque para a obesidade e o DM2 (ZHAO; LI, 2023). Essas condi¢des nao
apenas aumentam a carga metabolica e hemodindmica sobre os rins, mas também estdo

associadas a mecanismos inflamatorios e fibrogénicos que aceleram a perda da funcao renal.

1.6 Obesidade

A obesidade ¢ caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo devido a
fatores genéticos, ambientais ¢ comportamentais. A obesidade ¢ uma doenca cronica e
complexa, definida pela OMS como um “actimulo excessivo de massa gorda que pode ser
significativamente prejudicial a satide”. A prevaléncia global da obesidade mais que dobrou

desde 1980. Em 2015, aproximadamente 12% da populag¢do adulta mundial, o equivalente a
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641 milhdes de pessoas, foi classificada como obesa. Se as tendéncias atuais continuarem, até
2025, aproximadamente 18% dos homens e 21% das mulheres em todo o mundo estardo com
obesidade (YAU et al., 2024).

A dieta desempenha um papel crucial no controle do peso corporal. Manter um peso
corporal sauddvel e prevenir o ganho de peso sdo aspectos centrais das orientagdes
alimentares (DICKEN; BATTERHAM, 2024). O principal fator que contribui para o ganho de
peso ¢ a ingestdo de energia que excede o gasto energético € o principal impulsionador do
ganho de peso, resultando no armazenamento do excesso de energia na forma de tecido
adiposo (ROMIEU et al., 2017).

Nos ultimos anos, uma mudanca significativa ocorreu no ambiente alimentar,
marcada pela maior disponibilidade e consumo de alimentos ultraprocessados e
hiperpalataveis. Essa transformacao alterou os tipos de alimentos e bebidas acessiveis e
consumidos pela populagdo, contribuindo para impactos substanciais no aumento da
obesidade, devido a densidade calodrica elevada e a baixa qualidade nutricional desses
produtos (DICKEN; BATTERHAM, 2024).

A definicdo alimentos hiperpalataveis refere-se a combinacao de nutrientes que
promovem uma elevada palatabilidade, como gorduras, aglicares, carboidratos e/ou sddio, em
quantidades que ultrapassam determinados limiares. Esses alimentos podem estimular uma
resposta exagerada ao sabor, tornando-os mais atraentes e, muitas vezes, levando ao consumo
excessivo. Exemplos incluem itens baseados em refei¢des ricas em gordura e soédio, como
pratos a base de carne, sanduiches; doces e sobremesas com alto teor de gordura e agtcar,
como biscoitos e tortas; além de lanches com grande quantidade de carboidratos e sodio,
como salgadinhos e biscoitos (DE OLIVEIRA CARLOS et al., 2024).

O consumo desses alimentos, caracterizados por sua alta concentracdo de agucares,
gorduras e aditivos que tornam os alimentos extremamente saborosos, esta fortemente
associado ao aumento da obesidade. Esses alimentos s3o projetados para estimular os centros
de prazer do cérebro, levando a um consumo excessivo e desregulado (DE MACEDO; DE
FREITAS; DA SILVA TORRES, 2016). Como resultado, o consumo frequente dessas dietas
hiperpalataveis contribui para o desequilibrio energético e o acimulo de gordura corporal,

promovendo o desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades associadas.
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1.7 Obesidade e doenca renal

A obesidade pode afetar a funcdo renal por vias diretas e indiretas (YAU et al.,
2024). Ela esta fortemente relacionada as duas principais causas de DRC, que sdo diabetes ¢
hipertensdo. Estudos demonstraram associacdes causais entre obesidade e DRC (YE et al.,
2022). IMC elevado, bem como aumento na circunferéncia da cintura e razao cintura/altura
sdo fatores de risco independentes associados a perda da funcdo renal, referindo-se ao papel
geral do rim na manuten¢do da homeostase e mortalidade em individuos com TFG normal ou
reduzida (YAU et al., 2024). Pacientes que sofrem de obesidade tém um risco aumentado em
duas vezes de desenvolver albuminaria (MCPHERSON et al., 2019).

A obesidade em humanos e modelos experimentais resulta em modificagdes tanto
estruturais quanto funcionais (HENEGAR et al, 2001). Os efeitos diretos incluem
glomerulopatia relacionada a obesidade, alteracdes hemodinamicas e metabolicas renais. A
hiperativagdo do SRA, hipertensao, desbalanco de adipocinas que levam a lipotoxicidade
renal, aumento de inflamacdo relacionada a obesidade, tais como aumento de citocinas,
moléculas pro-inflamatdrias, e estresse oxidativo que também podem afetar a fungdo renal
(YAU et al., 2024).

Desde a década de 1970, relatos de casos isolados observaram a associacao entre
obesidade grave, proteinuria, glomerulomegalia marcante e glomeruloesclerose segmentar
focal (GESF) (GRIFFIN; KRAMER; BIDANIREEF, 2008). Estruturalmente, a obesidade tem
sido associada a GESF, que corresponde a um padrao histopatoldgico de lesdo caracterizado
por cicatrizagao segmentar do tufo capilar glomerular com acimulo de matriz extracelular. E
a glomerulopatia relacionada a obesidade (GRO) refere-se aos achados patoldgicos da GESF
que ocorrem secundariamente a obesidade, tipicamente dentro de glomérulos hipertréficos
(YAU et al., 2024).

A glomerulomegalia ¢ uma caracteristica patologica destacada, refletindo uma
resposta adaptativa a obesidade, impulsionada pelo aumento do fluxo sanguineo glomerular e
pela hiperfiltragdo. A dilatacdo da arteriola aferente sustenta a ideia de que a hiperfiltracao
adaptativa € uma reacdo a lesdo renal. As alteragdes nas propriedades estruturais e funcionais
dos glomérulos em casos de GRO comprometem a integridade dos poddcitos, levando a
proteinuria. Além disso, a nefroesclerose se desenvolve devido a capacidade limitada dos
podocitos maduros de se regenerarem (YAU et al., 2024).

Enquanto a maioria dos individuos com obesidade possuem fungdo renal

aparentemente "normal" de acordo com os niveis séricos de creatinina, em um estudo
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utilizando amostras de biopsia renal coletadas de individuos submetidos a cirurgia bariatrica,
38% dos pacientes tinham lesdes glomerulares patologicas subclinicas (YAU et al., 2024).

Em modelos animais de obesidade, especialmente aqueles induzidos por dieta
hiperlipidica, ¢ possivel identificar padroes semelhantes de anomalias metabodlicas e
cardiovasculares observadas em pacientes com obesidade. Esses modelos induzidos por dieta
rica em gorduras tém se mostrado altamente eficazes no estudo dos diversos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento de doengas renais associadas a obesidade (MCPHERSON et
al., 2019). Em camundongos e ratos, ¢ possivel observar albuminuria, glomerulomegalia,
expansdo de matriz mesangial, glomeruloesclerose, aumento de moléculas fibroéticas,
espessamento da MBG, aumento de inflamagdo e estresse oxidativo (MCPHERSON et al.,
2019; WANG et al., 2018; SUCEDARAM et al., 2021; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al.,
2021; GLASTRAS et a., 2016).

1.8 Diabetes mellitus tipo 2 e doen¢a renal

A DRD ¢ um desfecho devastador do diabetes mellitus (DM) sendo responsavel por
altas taxas de morbidade e mortalidade global (AMORIM et al., 2019). Cerca de 90% dos
portadores de DM desenvolvem complicagdes micro e macrovasculares, sendo a DRD
considerada um dos mais graves desfechos clinicos, acometendo 20 a 40% dos seus
portadores, e a maioria dos portadores de DRD sdo diabéticos do tipo 2 (AMORIM et al.,
2019). A prevaléncia do DM2 tem aumentado principalmente em paises em desenvolvimento,
sendo a principal causa de necessidade de terapia de substituigdo renal (TRS) nesses paises € a
segunda causa no Brasil (RIZZATO; SILVA; DE BRITO SOYER, 2020).

O DM2 ¢ cada vez mais reconhecido como a principal causa de insuficiéncia renal
cronica, com muitos pacientes evoluindo para DRET e necessitando de dilise ou transplante
(JHAJAY et al, 2016). DRD estd associada as alteracdes funcionais e estruturais dos
diferentes tipos de células renais como resposta ao estresse metabolico induzido pelo influxo
excessivo de glicose celular, através da ativacdo de vias metabolicas especificas interligadas
ao desequilibrio redox e inflamagdo. E clinicamente caracterizada por um aumento
progressivo da albuminuria e um declinio subsequente na taxa de filtracdo glomerular
(AMORIM et al., 2019; RIZZATO; SILVA; DE BRITO SOYER, 2020).

A patogénese da DRD ¢ complexa e ndo estd completamente compreendida, no
entanto, acredita-se que varios mecanismos contribuem para o seu desenvolvimento, como

resisténcia a insulina, hiperglicemia, alteracdes hemodindmicas, fatores genéticos
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(VARGHESE; JIALAL; DOERR, 2023). A hiperglicemia cronica leva a ativa¢do de varios
processos patoldgicos, que afetam inimeras células renais residentes, incluindo as células
endoteliais glomerulares, células musculares lisas, células mesangiais, podocitos e células dos
ductos tubulares e coletores (FORBES; COOPER, 2013).

A hiperglicemia leva a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativagao
de vias, incluindo proteina quinase C (PKC), poliol, hexosamina e produtos finais de glicacao
avangada (AGEs). Uma caracteristica significativa ¢ a inflamagao acentuada manifestada por
um aumento de citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6, MCP-1 (proteina quimiotatica de
monocitos-1), TGF-beta (fator de crescimento transformador beta) e VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular), causando inflamacao, fibrose ¢ aumento da permeabilidade
vascular (VARGHESE; JIALAL, 2024).

Os riscos de desenvolvimento e progressdo da DRD dependem principalmente da
duragdo do diabetes, do controle glicémico e do controle da hipertensdao. DRD ¢ impulsionada
principalmente por trés fatores: lesdo por hiperfiltragdo na barreira de filtragdo glomerular,
expansao do mesangio glomerular e estresse oxidativo (BONNER et al., 2020).

As estratégias atuais para o tratamento da DRD visam alcangar um controle
glicémico otimo, redu¢do da pressdo arterial e bloqueio do SRA (VARGHESE; JIALAL,
2024). Se tratando do DMI1, o controle glicémico intensivo tem se mostrado como fator
protetivo na DRD, assim como o controle da pressao arterial (DCCT/EDIC RESEARCH
GROUP et al., 2014), sendo que seu controle levou a menor taxa de mortalidade por
problemas cardiovasculares. J4 no DM2, a manutencdo da hemoglobina glicada em niveis
proximos a 7%, leva a um menor risco de lesdes microvasculares, nefropatia inclusa
(GENUTH et al., 2003), bem como o controle da pressao arterial, por meio do sistema

renina-angiotensina, tem sido fundamental na prevencdo do desenvolvimento de

microalbuminuria (VARGHESE; JIALAL, 2024).

1.9 Mecanismos envolvidos na doenca renal associada a obesidade

Ao longo dos anos muitos mecanismos foram propostos para elucidar a
fisiopatologia da insuficiéncia renal cronica relacionada a obesidade (KRAMER, 2006). Uma
associacao de fatores hemodindmicos, principalmente hipertensao, juntamente com distirbios
metabolicos, podem exacerbar os danos renais em pacientes obesos. Ademais, a adiposidade
visceral promove o acumulo celular de acidos graxos livres e triglicerideos, levando ao

estresse oxidativo e a lipotoxicidade. E os mediadores inflamatorios, como adipocinas e
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citocinas, e fatores pro fibréticos aumentam a inflamacdo, a disfungdo endotelial e a lesdo
renal. A obesidade ¢ a DRC compartilham uma associagdo estreita; no entanto, a
fisiopatologia da DRC relacionada a obesidade ¢ aparentemente multifatorial (STASI et al.,
2022).

A resposta fisiologica dos rins a obesidade ¢ caracterizada por um aumento do fluxo
sanguineo renal na TFG, e na reabsor¢do tubular de sodio. Essa resposta ¢ uma tentativa de
compensagdo, a fim de manter o equilibrio homeostatico em um organismo com excesso de
peso. Notavelmente, estudos mostram que um IMC mais elevado estd fortemente associado a
uma TFG aumentada quando comparado ao fluxo renal em individuos com peso normal
(STASI et al.,, 2022). Essas respostas adaptativas visam acomodar a maior demanda
metabolica e a carga de trabalho renal impostas pelo excesso de peso.

Individuos obesos apresentam niveis circulantes mais elevados dos componentes do
SRA em comparacdo com individuos magros. Isso tem implicagdes significativas para a
progressdo da DRC, pois efetores do SRA como a aldosterona e a angiotensina II (Ang II)
desempenham papéis cruciais na promogao da hipertensao e glomeruloesclerose, contribuindo
para a deterioracdo da fun¢ao renal (SIMOES E SILVA et al., 2020). A obesidade agrava essa
situacdo ao aumentar a atividade do SRA, criando um ciclo vicioso que exacerba a
hipertensdo e o dano renal (STASI et al., 2022). O sistema também contribui para a disfuncao
endotelial por meio de varios mecanismos, incluindo a hiperleptinemia e a resisténcia a
insulina, condi¢des frequentemente associadas a obesidade (KIM et al., 2006). Além disso, a
Ang II aumenta a pressao intraglomerular, levando a proteintiria, que ¢ um sinal de dano renal
progressivo (COSTANTINO et al., 2021).

Estudos também relatam o papel crucial da inflamagdo induzida pela obesidade no
desenvolvimento da DRC. O tecido adiposo representa a principal fonte de secrecdo de
citocinas devido as suas fun¢des endocrinas (BORGESON; SHARMA, 2013).

Comumente encontrada em individuos obesos, a resisténcia a insulina esta associada
a inflamacao e fibrose renal através de multiplos mecanismos moleculares (MIZOGUCHI et
al., 2021). Juntamente com a inflamag¢do, contribui para um risco maior de progressao da
DRC, afetando tanto a hemodindmica glomerular quanto a expressdo genética de fatores que
promovem fibrose e inflamag¢ao (RAO; PANDYA; WHALEY-CONNELL, 2015).

Por fim, a obesidade, caracterizada por uma sobrecarga lipidica, estd associada a um
acumulo ectopico de lipidios que exerce um efeito toxico significativo, conhecido como
lipotoxicidade (DE VRIES et al.,, 2014). Lipidios acumulados interferem nas fungdes

celulares, levando a estresse oxidativo, inflamagdo e disfungdo celular, e correlaciona-se com
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alteracdes estruturais e funcionais de células mesangiais, poddcitos e células tubulares (STASI

et al., 2022).

1.10 Farmacoterapia para DM2 e DRC: as glifozinas

A importancia do controle precoce e intensivo dos niveis de glicemia na melhoria
dos resultados para pessoas com DM?2 foi estabelecida no UK Prospective Diabetes Study,
1998 (UKPDS). O controle melhorado da glicemia diminui a progressdo da doenga
microvascular diabética (retinopatia, neuropatia, nefropatia e outras microangiopatias)
(BLONDE et al., 2017).

Até recentemente, as Unicas classes de medicamentos que demonstraram retardar o
declinio da funcao renal foram os inibidores da ECA e os BRA; no entanto, a maioria das
evidéncias foi gerada em pacientes com DM2 (HEERSPINK, 2020). Os agentes mais novos,
particularmente aqueles associados a um baixo risco de hipoglicemia em comparagdo com
sulfonilureias e insulina, oferecem novas opg¢des para terapia combinada visando atingir
melhor controle glicémico (BLONDE et al., 2017).

Os inibidores do cotransportador de sédio-glicose 2 (ISGLT2) foram desenvolvidos
para o tratamento de DM2 como uma terapia para controle glicémico. SGLT2 ¢
predominantemente expresso nos segmentos S1 ¢ S2 do tubulo proximal, atuando como
transportador de glicose dependente de sddio reabsorvendo até 90% da glicose do filtrado
glomerular; consequentemente, sua inibi¢do resulta em glicosturia e perda de calorias
(GHEZZI; LOO; WRIGHT, 2018; YAU et al., 2024). A glicose ¢ filtrada nos glomérulos e ¢
reabsorvida pelo SGLT2, assim os inibidores desse cotransportador bloqueiam esse processo,
diminuindo a reabsor¢do de glicose, e entdo, a hiperglicemia, independente dos niveis de

insulina (FIGURA 6).
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Figura 6 - Mecanismo de acdo dos inibidores de SGLT2. A figura ilustra o mecanismo de
acdo dos inibidores de SGLT2, que atuam nos rins para bloquear a reabsor¢ao de glicose no
tubulo proximal. Ao inibir o transportador SGLT2, esses medicamentos promovem a excre¢ao
de glicose na urina, reduzindo os niveis de glicose no sangue.

SGLT1, cotransportador de sodio-glicose 1; SGLT2, cotransportador de so6dio-glicose 2
Fonte: Adaptado de Hinnen, Deborah., 2015.

Até o momento, existem quatro inibidores de SGLT2: canagliflozina, dapagliflozina,
empagliflozina e ertugliflozina que sdo aprovados pela Food Drug Administration (FDA) para
uso em adultos. As propriedades farmacocinéticas benéficas incluem excelente
biodisponibilidade oral, meia-vida de eliminagdo bastante longa, permitindo a administragao
uma vez ao dia, auséncia de metabolitos ativos e baixo risco de interagdo com outros
farmacos (PADDA; MAHTANI; PARMAR, 2022).

Eles contrastam com os antigos tratamentos para DM2 que aumentam o risco de
hipoglicemia, internagdo hospitalar e morte associada a hospitalizacdo, especialmente em
pacientes idosos e frageis (SALMEN et al., 2023). Os iSGLT2 apresentam um bom perfil de
seguranga, seus efeitos sdo dependentes de glicose, levando assim a um risco muito baixo de
hipoglicemia (PANCHOLIA, 2018). O risco de hipoglicemia aumenta com a administracao
concomitante de SGLT2 de secretagogos de insulina, como sulfonilureias ou insulina
(PADDA; MAHTANI; PARMAR, 2022).

Inesperadamente, beneficios consideraveis predominantemente em insuficiéncia
cardiaca e resultados renais foram consistentemente observados em ensaios em pacientes com
diferentes niveis de risco cardiovascular e renal (EMPA-KIDNEY COLLABORATIVE
GROUP, 2023; PERKOVIC et al., 2019).
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1.11 Papel do SGLT2 na doenc¢a renal induzida pelo consumo de dieta hiperpalatavel

O SGLT2 desempenha um papel crucial no manejo da glicose e do sddio pelos rins.
Em condi¢des normais, o SGLT2, localizado no tibulo proximal do néfron, é responsavel por
reabsorver cerca de 90% da glicose filtrada pelos glomérulos (ABDUL-GHANI; NORTON;
DEFRONZO, 2015). No entanto, em condigdes patoldgicas, como na doenga renal induzida
pelo consumo de dieta hiperpalatavel, o papel do SGLT2 pode ser exacerbado, contribuindo
para o agravamento da disfuncdo renal.

Dietas hiperpalataveis, frequentemente ricas em agucares e gorduras, podem levar ao
desenvolvimento de obesidade e resisténcia a insulina, condi¢des que aumentam o risco de
hiperglicemia (LACKEY et al., 2016). A hiperglicemia, por sua vez, sobrecarrega o SGLT2,
resultando em uma maior reabsor¢cdo de glicose e s6dio (ABDUL-GHANI; NORTON;
DEFRONZO, 2011; RAVINDRAN; MUNUSAMY, 2022). Esse processo contribui para a
hiperfiltragdo glomerular ¢ o aumento da pressdo intraglomerular, ambos fatores que
promovem a progressao da lesdo renal (YANG; XU, 2022).

Além disso, a hiperatividade do SGLT2 em resposta ao consumo de dietas
hiperpalataveis pode intensificar o estresse oxidativo e a inflamacdo renal, exacerbando a
fibrose e o dano tubular. O excesso de glicose reabsorvido estimula a producao de citocinas
pro-inflamatoérias, agravando ainda mais o dano renal (AMORIM et al., 2019). Portanto, o
SGLT2 desempenha um papel central na doenca renal induzida por dietas hiperpalataveis,
agindo como um mediador das alteragdes hemodinamicas e inflamatorias que aceleram a
progressao da nefropatia. Consequentemente, o uso de inibidores de SGLT2 pode mitigar
esses efeitos, reduzindo a hiperfiltragdo glomerular e a inflamagdo, e protegendo assim a
funcdo renal (UPADHYAY, 2024).

Um dos principais mecanismos pelos quais os iSGLT2 conferem beneficios no rim
envolve a ativacdo do feedback tubuloglomerular, em que a diminui¢do da reabsor¢do de
glicose e sodio no tibulo proximal em resposta a inibicdo deste transportador aumenta a
entrega distal de cloreto de sodio ao aparelho justaglomerular. A ativacdo do feedback para a
macula densa resulta em vasoconstricdo aferente via adenosina, o que reduz a hipertensao
intraglomerular, prevenindo assim a lesdao glomerular de longo prazo em individuos com DM
e hiperfiltracdo (YAU et al., 2024). A reducdo da pressdo intraglomerular leva a diminui¢ao
da albumintiria. A interferéncia na reabsor¢do proximal de glicose e na reabsor¢ao proximal
de sodio resulta em natriurese. Os iSGLT2 diminuem o volume circulante efetivo, diminuem a

pressao arterial e induzem pequena perda de peso. Além disso, iISGLT?2 alteram os fatores que
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promovem inflamag¢do e fibrose, diminuem a hipdxia renal e alteram o metabolismo
mitocondrial no tecido renal (PADDA; MAHTANI; PARMAR, 2022).

Assim diante do contexto apresentado acima, o presente estudo investigou oS
possiveis efeitos deletérios da obesidade associada a DM2 induzida pela ingestdo de uma
dieta hiperpalatavel rica em gordura e agucar (HSB - do inglés high sugar and high butter),
sobre a morfologia e funcdo renal de camundongos machos e fémeas. Além disso, avaliamos

o potencial efeito protetor do tratamento cronico da DAPA nesse processo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar as alteragdes renais induzidas pela

obesidade em modelo murino, considerando as diferengas sexo-especificas (machos e

fémeas), e o possivel efeito protetor da inibi¢do da atividade de SGLT2 sobre as alteragdes

renais.

Para atingir esse objetivo geral, foi delineado o desenho experimental envolvendo o

desenvolvimento de um modelo de obesidade induzido pela ingestdo cronica de dieta

hiperpalatavel seguido ou ndo do tratamento oral com dapaglifozina, um inibidor seletivo de

SGLT2.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar o modelo de obesidade induzido por ingestdo de dieta hiperpalatavel

durante 12 semanas em machos e fémeas;

Avaliar alteragdes metabdlicas, através dos parametros de peso corporal e de tecidos

(adiposo e renal), consumo alimentar e tolerancia a glicose;

Avaliar os pardmetros de funcdo renal para identificar possiveis alteragdes tanto na
funcdo glomerular quanto na tubular, com foco em entender como essas func¢des

podem estar comprometidas em diferentes condigdes experimentais;

Avaliar o tecido renal visando identificar possiveis mudangas na estrutura glomerular e

tubular que possam indicar lesdes ou adaptagdes celulares;

Avaliar a modulacdo do perfil pro-inflamatorio no tecido renal por meio da analise da
expressao de IL-1B, MCP-1 e TNF-a, visando identificar mudancas na resposta

inflamatoéria no rim;

Investigar a correlagdo entre disfungdo e lesdo renal e o acimulo de lipideos no
parénquima renal, buscando compreender como a presenca de depositos lipidicos pode

contribuir para o comprometimento estrutural e funcional do tecido renal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem C57Bl/6, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com idade entre 3 e 4
semanas. Os animais foram mantidos em caixas de microisoladores (42 x 23 x 17 cm; 4
animais por caixa) contendo maravalha no biotério de experimentacdo de camundongos do
Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (BICBIO-2). Os animais tiveram livre acesso a
agua e comida, sendo mantidos em ciclo claro/escuro a cada 12 horas com temperatura local
de 24°C. Todos os experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de
experimenta¢io com animais adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMG. O protocolo experimental foi submetido, avaliado e aprovado pelo CEUA-UFMG
(#71/2023) (ANEXO A).

3.2 Dietas e desenho experimental

O modelo experimental de obesidade induzido por ingestdo cronica de dieta
hiperpalatavel foi desenvolvido como descrito anteriormente (MAIOLI et al., 2016; RIBEIRO
et al., 2023). Ap6s uma semana de aclimatacdo, os animais foram aleatoriamente divididos em
quatro grupos e, quando indicado, receberam uma dieta altamente palatavel/densa em energia
[dieta rica em agucar e manteiga (High sugar and butter diet - HSB); (carboidratos: 36%;
proteinas: 16%; lipidios: 48%; 4,9 kcal/g)] ou uma dieta isocalorica [(American Institute of
Nutrition 93-Growth diet - AIN93G); carboidratos: 64%; proteinas: 20%; lipidios: 16%; 3,9
kcal/g)] durante um periodo total de 12 semanas. A dieta HSB foi preparada no laboratorio de
Neurofarmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, seguindo a composi¢ao
descrita na Tabela 1. Dapagliflozina 10 mg (AstraZeneca), inibidor seletivo de SGLT2, foi
dissolvido em agua potavel, preparado toda semana e armazenado a 4°C protegido da luz.
Dapagliflozina (1 mg/kg de peso corporal por dia) foi administrada a partir da 8* semana apos
o inicio da dieta, durante 4 semanas por gavagem. A dose diaria de dapagliflozina foi
escolhida de acordo com efeito renoprotetor, cardioprotetor e hipoglicémico observado em
publicagdes anteriores (HAN et al., 2021; MA et al., 2019; BELOSLUDTSEYV et al., 2021;
JAIKUMKADO et al., 2018). Os grupos foram formados de acordo com a dieta e o tratamento
farmacologico que receberam, a saber: 1) Dieta controle (DC), camundongo nao-obeso
(controle) que recebeu veiculo (dgua potavel) via gavagem por 4 semanas consecutivas; 2)

HSB, camundongo obeso que recebeu veiculo; 3) DC+DAPA, camundongo ndo-obeso que
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recebeu dapagliflozina 1 mg/kg/dia, inibidor seletivo de SGLT2, via gavagem por 4 semanas

consecutivas; 4) HSB+DAPA, camundongo obeso que recebeu dapagliflozina (FIGURA 7).

Tabela 1. Composicao das dietas.

Dietas/Ingredientes AIN93G HSB
Caseina 200 200
Amido de milho 397,5 208,6
Acucar 100 232
Oleo 70 70
Celulose 50 50
Mix Mineral 35 35
Mix Vitamina 10 10
L cistina 3 3

Bitartarato de colina 2,5 2,5
BHT 0,014 0,014
Manteiga 0 188,9
Total (g) 1000 1000

Kcal/g 3,9 4.9
Composicao centesimal (%)

Carboidratos 64 36
Proteinas 20 16
Lipideos 16 48
Nota: AIN93G = dieta controle; HSB= dieta hiperpalatavel

7H SB Agua potavel HSB u Dapa 1 mg/kg/dia
..... Asemanas ... Asemanas
82 122 semana >

Figura 7 - Grupos experimentais.

Fonte: Do Autor.
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Tabela 2. Numero de animais utilizados por grupo experimental.

Nome do grupo Linhagem Dieta Sexo n (12* sem)
DC + veiculo C57BL/6 AIN93G M 8
HSB + veiculo C57BL/6 HSB M 8
DC + DAPA 1mg/kg/dia C57BL/6 AIN93G M 8
HSB + DAPA Img/kg/dia  C57BL/6 HSB M 8
DC + veiculo CS57BL/6 AIN93G F 8
HSB + veiculo CS57BL/6 HSB F 8
DC + DAPA 1mg/kg/dia C57BL/6 AIN93G F 8
HSB + DAPA Img/kg/dia  C57BL/6 HSB F 8

*: tempo de dieta ofertado; n: nimero de animais utilizados em cada grupo experimental

A partir do inicio da dieta, os camundongos ¢ o consumo de ra¢do oferecida (g) -
racdo restante (g)/ caixa) foram pesados uma vez por semana. Entre a 11* ¢ a 12* semana, o
nivel de glicose no sangue foi aferido. Os animais foram submetidos ao teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG). No final da 12* semana apds o inicio da dieta, os animais foram
colocados em gaiolas metabolicas para coleta de urina de 24 horas. No final do periodo de
estudo, a eutanasia foi realizada por meio da decapitagao apds sobredose anestésica (320
mg/kg de cetamina e 32 mg/kg de xilazina por via ip.). O sangue foi coletado para obtengao
de amostras de plasma. O tecido adiposo [(epididimal, retroperitoneal, mesentérico e
perirenal) em machos e (periovariano, retroperitoneal, mesentérico e perirenal) em fémeas] foi
coletado para posterior analise de indices de adiposidade. Os rins foram removidos,
descapsulados e pesados. Em seguida, o rim esquerdo foi congelado para posterior extragao
de RNA ou de lipideos; enquanto que, o rim direito foi bi-seccionado para posterior realizacao

de analises histologicas.
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Figura 8 - Desenho experimental.
Fonte: Do Autor.

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose

O TOTG foi adaptado de Pedro, Tsakmaki e Bewick (2020). Foi realizado na 12*
semana, onde os camundongos separados foram submetidos ao jejum durante 6 horas (das 7
as 13h). Para o teste, os animais receberam uma solu¢do de glicose concentrada (30%) (2
g/kg) por meio da gavagem. A coleta de sangue foi obtida pela ponta da cauda, com auxilio de
uma tesoura, € a concentragdo de glicose (mg/dL) foi medida utilizando um glicosimetro (On
call plus II®) em diferentes tempos, a saber: 0, 30, 60, 90, 120 minutos ap6s administragdo
oral de glicose. Colocando em um grafico XY as glicemias observadas em diferentes tempos
apos a gavagem, ¢ possivel obter uma area sob a curva (AUC) e com ela se infere a tolerancia

ou ndo a glicose. O célculo foi realizado utilizando o software GraphPrism (VIRTUE;

VIDAL-PUIG, 2021).

3.4 Analise de composicéio corporal e indice de Lee

A adiposidade corporal foi determinada pela soma dos pesos de depdsitos de gordura
visceral (epididimal (TAE) ou periovariano (TAPO), mesentérico (TAM), retroperitoneal

(TAR)) através da férmula: [TAV (g)/peso corporal (g)] x 100 (MAIOLI et al., 2016). O
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indice de Lee foi calculado a partir da raiz cubica do peso corporal (g) dividido pelo
comprimento nasoanal (mm) e multiplicado por 1000 [ 3Vpeso corporal (g) / comprimento

nasoanal (cm)] (YUAN et al., 2018).

3.5 Avaliacao da func¢io renal

Os parametros da func¢ao renal foram determinados conforme publicado
anteriormente (FARIAS et al., 2023; PERUCHETTI et al., 2020; 2021). Na décima segunda
semana de protocolo experimental, os animais foram colocados em gaiolas metabolicas
individuais, nos quais permaneceram por 24 horas para adaptacdo (FIGURA 9). Nas 24 horas
seguintes foi mensurado: o volume urinario, consumo de agua e ragdo. O balango hidrico
(expresso em %) foi calculado: (volume urinario em 24h / ingestao de 4gua em 24h) x 100. A
urina de 24h foi coletada e clarificada por centrifugagdo por 10 min a 1000 x g (passo repetido
5 vezes). Os sobrenadantes foram usados para quantificacdo de creatinina, proteinas totais,
uréia, glicose, eletrolitos (CI', Na") e a atividade da enzima Gama-Glutamiltransferase (GGT)
através de ensaio colorimétrico utilizando kits comerciais da Labtest (Labtest Lagoa Santa,
MG, Brasil), por espectrofotometria de luz visivel. Além disso, foi quantificada a
osmolaridade através do uso de um osmdmetro. O clearance de creatinina para avalia¢ao do
ritmo de filtragdo glomerular foi calculado através da formula: Creatinina urindria X Volume
Urina / Creatinina plasmadtica). A depuracdo de creatinina (CCr), um marcador da TFG;
depuracdo de glicose (Cglicose); fracdo de excre¢do de glicose (FEglicose); depuracio de
proteinas (proteinas C); e a fracdo de excrecdo de proteinas (FEproteinas) foram calculadas
pelas férmulas: CCr = creatinina urinaria X fluxo urinério/creatinina plasmatica; Cglicose =
glicose urinaria X fluxo urindrio/glicose plasmatica; FEglicose = (Cglicose/CCr) X 100;
CProteinas = proteina urinaria X fluxo urindrio/ proteina plasmatica; e FEproteinas =

(Cproteinas/CCr) X 100.

24 hrs 24 hrs

Adaptagao Experimento

Urina

Figura 9 - Representacdo esquematica da utilizagcdo da gaiola metabdlica para coleta da urina
dos animais. Fonte: Do Autor.
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3.6 Extracdo de RNA e RT-qPCR

O RNA total foi extraido pelo método de TRIzol (Invitrogen, 15596026), conforme
recomendacdo do fabricante. Em seguida, 2 ug do RNA total foi utilizado para a transcri¢ao
reversa em mix de reacdo consistindo de: 15 ng/uL de primers randémicos (Thermo Fisher,
48190-011), 50 mM Tris-HCL, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 625 uM dNTP (GE Healthcare,
28-4065-52), 10 uM DTT e transcriptase reversa em agua livre de nucleases. As condigdes da
reacdo de transcrigao reversa foram as seguintes: 70 °C por 10 minutos, 4 °C por 10 minutos,
42 °C por 1 h e 70 °C por 15 minutos. Em seguida, o cDNA resultante foi diluido (1:10) em
agua livre de nucleases e submetido a PCR quantitativa (qPCR) para MCP-1, TNF-a, IL-1
(Interleucina-1 beta), RPL32 ¢ HPRT (as sequéncias dos primers estdo disponiveis na Tabela
3), utilizando o Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 4367659) e 200
nM de primers senso e antissenso no sistema QuantStudio 7 (Applied Biosystems). As
condi¢des de termociclagem da qPCR foram as seguintes: 95 °C por 3 minutos; 40 ciclos de
95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos e 72 °C por 15 segundos; 95 °C por 15
segundos. A expressdo relativa de cada gene foi normalizada pela média geométrica dos

genes de expressdo constitutiva (RPL32 e HPRT) e calculada pelo método 24,

Tabela 3 . Sequéncias dos oligonucleotideos para gPCR

ALVOS SENSO (5’-3°) ANTISSENSO (3’-5°)
MCP-1 CCCAATGAGTAGGCTGGAGA | GCTGAAGACCTTAGGGCAGA
TNF-o GCTGAGCTCAAACCCTGGTA | CGGACTCCGCAAAGTCTAAG
IL-1B GGGCCTCAAAGGAAAGAATC | TACCAGTTGGGGAACTCTGC
RPL32 GCTGCCATCTGTTTTACGG TGACTGGTGCCTGATGAACT
HPRT [ TCAGTCAACGGGGGACATAAA | GGGGCTGTACTGCTTAACCAG

3.7 Extracio e analise de lipideos no rim

O protocolo de extragao lipidica foi adaptado dos métodos Scerbo et al., 2017; Folch;
Lees; Stanley., 1957. Parte do tecido renal total (cortex e medula), sob condi¢cdes de
refrigeragdo, foi usado para extragdo de lipideos. Resumidamente, aproximadamente 100 mg
do tecido foi homogenecizado com PBS e em seguida foi adicionado 1,5 mL de
cloroféormio:metanol (2:1, v/v). Apos 1 hora no gelo, as amostras foram centrifugadas durante
10 min a 3.000 rpm a 4°C. A fase orgénica inferior foi entdo coletada. Para evaporacdo do
solvente, as amostras foram colocadas no concentrador de amostras por 1 hora sem

aquecimento. Os lipideos secos foram entdo ressuspendidos em 500 microlitros de Triton
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X-100 a 2% em cloroférmio e ap6s nova evaporacdo de solvente por 2 horas, as amostras
foram ressuspendidas em 100 pl de agua deionizada. A solugdo final foi utilizada para
quantificagdo de colesterol total e triglicerideos usando kits colorimétricos da Labtest. As

medidas lipidicas foram normalizadas pela massa (mg) do tecido usado na extragao.

3.8 Morfologia renal

A andlise histomorfométrica foi realizada conforme descrito anteriormente (Farias et
al., 2023; Peruchetti et al.,, 2021). Amostras de tecido renal foram seccionadas
longitudinalmente e o tecido fixado por 24 horas em paraformaldeido 4% e entdo transferido
para o alcool 70%. Posteriormente, as amostras foram encaminhadas para realizacdo da
histologia na Faculdade de Odontologia da UFMG e embebidas em parafina para a preparagao
em cortes de 5 pm de espessura. Os cortes foram corados com acido periédico de Shiff
(PAS), para andlise das areas glomerulares e tubulares. Trinta imagens foram adquiridas
aleatoriamente usando um microscopio Zeiss € a quantificacao realizada manualmente usando
o software Image J. Para cada animal (n=8/grupo), 30 fotos aleatérias foram feitas e
analisadas. Os seguintes parametros de estrutura glomerular foram analisados: (1)
celularidade glomerular (normalizada pela area de tufo); (2) deposicdo de matriz mesangial
(areas coradas com PAS normalizado pela area do tufo glomerular); (3) area do tufo
glomerular (normalizada pela area glomerular total); e (4) area espaco da capsula de Bowman
(normalizada pela area glomerular total). Os seguintes pardmetros de estrutura tubular foram
analisados: (1) numero de células intersticiais; (2) nimero de células epiteliais tubulares

proximais renais (PTECs). Todas as imagens e as analises foram realizadas de forma cega.

3.9 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada no software GraphPad Prism versao
8.0.2 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os experimentos comparando os
efeitos da dieta, do tratamento e da interacdo entre eles foram avaliados por andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias. E os experimentos comparando apenas o efeito da dieta, foi
utilizado o teste T seguido pelo pds-teste de Tukey. Quando a interagdo entre ambos os fatores
(dieta e tratamento) foi estatisticamente significante foi utilizado o pos-teste de Tukey.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os graficos em coluna e

os graficos XY estdo apresentados como média e erro padrdo da média (SEM).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299923000328#bib43
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4. RESULTADOS

4.1 Consumo de dieta HSB promoveu ganho de peso em machos e fémeas

Antes do inicio das dietas, os animais machos apresentaram peso corporal similar
(em média, 22g). Como mencionado em detalhes na secdo de Materiais e Métodos, foram
gerados quatro grupos experimentais: 1) DC+veiculo; 2) HSB+veiculo; 3) DC+DAPA; ¢ 4)
HSB+DAPA. Apo6s 5 semanas em dieta, os machos que consumiram a dieta HSB (grupo
HSB+veiculo) apresentaram maior peso quando comparado ao grupo DC+veiculo (efeito da
dieta p = 0,005) (FIGURA 10). O tratamento com dapagliflozina 1 mg/kg/dia por 4 semanas
nao foi capaz de reduzir o peso corporal do grupo HSB ao longo das semanas (grupo
HSB+DAPA). E importante mencionar que nio foram observadas diferencas significativas
entre os grupos DC+DAPA e DC+veiculo. Ao final das 12 semanas de dieta, os machos HSB
apresentavam uma diferenca ~32% no peso final em relacdo aos grupos DC+veiculo e
DC+DAPA (p< 0,0001), com ganho de massa total, em média, 1,8 vezes maior (p < 0,0001).
O grupo HSB+DAPA mostrou uma reducao ~22% no ganho de massa total comparando-se
com o grupo que apenas recebeu a dieta HSB (grupo HSB+veiculo) (p < 0,04). Mudangas
significativas no peso corporal do grupo HSB tratado com dapagliflozina (grupo

HSB-+DAPA) nao foram observadas ao longo das 4 semanas.
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Figura 10 - Efeitos das dietas no peso corporal de machos DC e HSB. (A) Evolugdo semanal
do peso nos animais (B) Peso corporal antes do inicio da dieta (C) Ganho de peso total ao
final das 12 semanas de dieta, (D) Delta do peso corporal (final - inicial), (E) Indice de Lee,
(F) O fenotipo representativo dos grupos de interesse na 12* semana de protocolo. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo
ANOVA de duas vias, seguido pelo pds teste de Tukey, n=8/grupo. #p<0,05 HSB vs HSB
(efeito do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de
Tukey, n=8/grupo.
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Em fémeas, antes do inicio das dietas, o peso corporal era de, em média, 19g. Apos 6
semanas em dieta, as fémeas que consumiram a dieta HSB (grupos HSB e HSB+DAPA)
apresentaram maior peso corporal quando comparado ao grupo controle (grupos DC+veiculo
e DC+DAPA, efeito da dieta p = 0,001) (FIGURA 11). O tratamento com dapagliflozina 1
mg/kg/dia por 4 semanas ndo foi capaz de reduzir o peso corporal das fémeas que
consumiram a dieta HSB ao longo das semanas (como observado no grupo HSB+DAPA). Ao
final das 12 semanas de dieta, as fémeas do grupo HSB apresentavam uma diferenca ~31% no
peso final em rela¢do aos controles (DC+veiculo, p < 0,0001), com ganho de massa total, em
média, 2,8 vezes maior (p <0,0001). O grupo HSB+DAPA nio mostrou nenhuma redu¢do no
ganho de massa total, nem mudancgas no peso corporal ao longo das 4 semanas de tratamento ,

quando comparados com o grupo HSB-+veiculo.
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Figura 11 - Efeitos das dietas no peso corporal de fémeas DC ¢ HSB. (A) Evolugdo semanal
do peso dos animais. (B) Peso corporal antes do inicio da dieta. (C) Ganho de peso total ao
final das 12 semanas de dieta (D) Delta do peso corporal (final - inicial). (E) Indice de Lee.
(F) O fenotipo representativo dos grupos de interesse na 12* semana de protocolo. *p<0,05;
*#p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo
ANOVA de duas vias, seguido pelo pds teste de Tukey, n=8/grupo. #p<0,05 HSB vs HSB
(efeito do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de
Tukey, n=8/grupo.

Considerando que a dieta hiperpalatavel pode influenciar os niveis de ingestdo
alimentar, decidimos avaliar a quantidade de racdo consumida por todos os grupos. Para isso,
o consumo foi medido semanalmente, pesando a ragdo em cada caixa, que continha quatro
animais. Observamos que em machos ndo houve hiperfagia, uma vez que a média do
consumo de racdo (em gramas) ndo foi significativamente diferente entre todos os grupos
experimentais (FIGURA 12). Em relagdo a estimativa do consumo de Kcal desses animais,
também ndo foram observadas diferencas significativas em machos.

Ja em fémeas podemos dizer que o ganho de peso foi associado ao maior consumo

de Kcal no grupo HSB+veiculo (p<0,0001) (FIGURA 13). O tratamento com DAPA foi capaz
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de diminuir a estimativa de Kcal ingeridas nas fémeas que consumiram a dieta HSB (grupo

HSB+DAPA, p=0,0009).
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Figura 12 - Consumo médio de ragdo e calorias ao longo do periodo experimental em
machos. (A) Ingestdo cumulativa de racdo em gramas (g) por caixa (B) Estimativa de
consumo de quilocalorias (consumo médio de racdo em gramas) pelo peso corpdreo de cada
animal, n=2 caixas; n=8 animais.
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Figura 13 - Consumo de racdo e calorias médio ao longo do periodo experimental em fémeas.
(A) Ingestdao cumulativa de racdo em gramas (g) por caixa (B) Estimativa de consumo de
quilocalorias (consumo médio de ragdo em gramas) pelo peso corporeo de cada animal.
*p<0,05; ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas
vias, seguido pelo pds teste de Tukey, n=8/grupo. ##p<0,01; ###p<0,001 HSB vs HSB (efeito
do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de Tukey,
n=2 caixas; n=8 animais.

4.2 Dieta HSB aumentou indice de adiposidade em machos e fémeas

O aumento do peso dos animais dos grupos HSB-+veiculo e HSB+DAPA esta

relacionado ao incremento dos depositos de gorduras viscerais estudados (epididimal,
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mesentérica, retroperitoneal e perirenal). Observou-se um aumento tanto no deposito total de
gordura, representado pelo indice de adiposidade (%), quanto nos tecidos individuais, em
ambos os sexos (FIGURAS 14 e 15). DAPA mostrou eficacia em reduzir a adiposidade em
tecidos especificos, como os tecidos adiposos mesentérico e perirrenal, em machos
HBS+DAPA (FIGURA 14). No entanto, apesar dessa reducdo significativa nesses depositos
especificos de gordura, ndo foi observada uma diminui¢do da adiposidade total. Em fémeas
HSB+DAPA, ndo foi observada melhora significativa em nenhum dos parametros avaliados,

incluindo a adiposidade total e os depositos especificos de gordura (FIGURA 15).
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Dapa 1mg/kg/dia
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Figura 14 - Efeitos das dietas sobre os depodsitos de gordura branca (visceral) de machos DC
e HSB sem e apés tratamento com DAPA. (A) Indice de adiposidade (% deposito de gordura
pelo peso corporal) (B) Porcentagem das gorduras epididimal, mesentérica, retroperitoneal e
perirenal relativa ao peso corporeo dos machos estdo representadas (C) O fenotipo
representativo dos tecidos adiposos viscerais isolados (epididimal (TAE), retroperitoneal
(TAR), mesentérico (TAM) e perirenal (TAPR)) na 12* semana do protocolo. *p<0,05;
**p<0,01; ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas
vias, seguido pelo pds teste de Tukey, n=8/grupo. #p<0,05; ###p<0,001 HSB vs HSB (efeito
do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pés teste de Tukey,
n=8/grupo.
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Figura 15 - Efeitos das dietas sobre os depositos de gordura branca (visceral) de fémeas DC e
HSB sem e ap6s tratamento com DAPA. (A) Indice de adiposidade (% deposito de gordura
pelo peso corporal) (B) Porcentagem (%) das gorduras epididimal, mesentérica,
retroperitoneal e perirenal relativa ao peso corpdéreo das fémeas estdo representadas (C) O
fenotipo representativo dos tecidos adiposos viscerais isolados (periovariano (TAPO),
retroperitoneal (TAR), mesentérico (TAM) e perirenal (TAPR)) na 12* semana do protocolo.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado
pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de Tukey, n=8/grupo.
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4.3 Dieta HSB induziu alteracdes glicémicas em machos que foram revertidas com

tratamento com DAPA

Além da composicdo corporal, a dieta HSB afetou o perfil metabolico dos
camundongos machos. Nos machos, a dieta hiperpalatdvel levou ao aumento em ~40% dos
niveis de glicose em jejum (p<0,0001) (FIGURA 16) e tolerancia oral a glicose prejudicada
evidenciada pela AUC, sendo esta, 1,3 vezes maior no grupo HSB+veiculo do os niveis
observados em animais controles (grupos DC+veiculo e DC+DAPA) (FIGURA 16). Por outro
lado, o tratamento com DAPA foi capaz de reverter essas alteracdes, uma vez que, foi
observado uma reducdo da hiperglicemia observada no grupo HSB+DAPA em comparagdo
com o grupo HSB+veiculo (p<0,0001). Além disso, o tratamento com DAPA também foi
capaz de reverter a tolerancia oral a glicose prejudicada em camundongos machos que
receberam a dieta hiperpalatavel, diminuindo a AUC em 1,4 vezes (p<0,0001).

Diferentemente dos machos, a dieta HSB ndo foi capaz de afetar o perfil metabolico
das fémeas. A dieta hiperpalatavel ndo levou ao aumento dos niveis de glicose em jejum
(p=0,2) (FIGURA 17) e também nao foi possivel observar tolerancia oral a glicose
prejudicada em fémeas (p=0,9981) (FIGURA 17), evidenciado pela auséncia de diferenca na
AUC comparando-se o grupo DC+veiculo e o grupo HSB+veiculo. Além disso, o tratamento

com DAPA nao foi capaz de melhorar nenhum desses pardmetros avaliados em fémeas.
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Figura 16 - Efeitos da dieta sobre a homeostase glicémica em machos DC e HSB sem e com
DAPA. (A) Glicemia em jejum (B) Curva de glicemia do teste de tolerancia oral a glicose
(0GTT) (C) Area sob a curva (AUC) obtida da curva de glicemia do TOTG. ****p<0,0001
DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pds teste
de Tukey, n=8/grupo. ###p<0,001; ####p<0,0001 HSB vs HSB (efeito do tratamento) como
indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de Tukey, n=8/grupo.
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Figura 17 - Efeitos da dieta sobre a homeostase glicémica de fémeas DC e HSB sem e com
DAPA. (A) Glicemia em jejum (B) Curva de glicemia do teste de tolerancia oral a glicose
(oGTT) (C) Area sob a curva (AUC) obtida da curva de glicemia do TOTG. n=4-8/grupo.
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4.4 Dieta HSB altera perfil lipidico sérico de fémeas

Em relacdo ao perfil lipidico das fémeas, observamos um aumento das concentragdes
de colesterol total no plasma e nos niveis circulantes de triglicerideos (p=0,0026) em animais
do grupo HSB+veiculo (p<0,05). O tratamento com DAPA nao foi capaz de melhorar o perfil
lipidico (grupo HSB+DAPA) (FIGURA 18).
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Figura 18 - Efeitos da dieta sobre perfil lipidico de fémeas DC e HSB sem e com DAPA. (A)
Colesterol total (mg/dL) (B) Triglicerideos (mg/dL) *p<0,05 DC vs HSB (efeito da dieta)
como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pds teste de Tukey, n=8/grupo.

Até o momento, observamos que a dieta hiperpalatavel promoveu ganho de peso e
aumento da adiposidade associado a dislipidemia em camundongos de ambos os sexos. No
entanto, apenas os machos desenvolveram hiperglicemia associada a obesidade. A inibi¢ao de
SGLT2 através do tratamento com DAPA reduziu o ganho de peso, o acumulo de gordura e a
hiperglicemia nos machos, melhorando diversas alteragdes metabdlicas induzidas pela dieta.
Visando entender o impacto dessas alteragdes metabdlicas nos rins, decidimos investigar os

efeitos da dieta HSB na estrutura e funcao renal.

4.5 Dieta HSB nio induz aumento do peso renal em machos e fémeas

Apesar das alteracdes sistémicas induzidas pelo consumo de dieta HSB, nao
observaram-se alteracdes significativas do parénquima renal do ponto de vista macroscopico
(dado ndo mostrado). O peso renal absoluto em machos ndo foi estatisticamente diferente
entre DC e HSB (p=0,7620). Foi observado que a propor¢do do peso do rim em relagao ao
peso corporal estava menor no grupo HSB quando comparado com o grupo controle

p=0,0401. Além disso, foi realizada a relacdo peso rim (mg) /comprimento tibia (mm) e nao
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foi observada nenhuma mudanca entre os grupos (DC vs HSB p = 0,5914). E o tratamento
com DAPA (observados nos grupos DC+DAPA e HSB+DAPA) nado alterou nenhum dos
parametros avaliados comparando-se aos seus respectivos grupos controles (grupos
DC+veiculo e HSB+veiculo) (FIGURA 19).

Em fémeas, ndo foi observado nenhuma diferenca significativa em relagdo ao peso
renal no grupo que recebeu dieta HSB nos parametros avaliados (FIGURA 20). E igualmente
ao observado nos machos, o tratamento com DAPA (observados nos grupos DC+DAPA e
HSB+DAPA) ndo foi capaz de modificar nenhuma das andlises comparando-se aos seus

respectivos grupos controles (grupos DC+veiculo e HSB+veiculo).
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Figura 19 - Efeitos das dietas sobre o peso renal total em machos. (A) Os rins direito e
esquerdo foram pesados (sem a capsula renal) logo apds a eutanasia. (B) Relacao peso rim (g)
e peso corporal (g) (C) Relacdo peso rim (mg) e comprimento da tibia (mm). *p<0,05 DC vs
HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de
Tukey, n=8/grupo.
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Figura 20 - Efeitos das dietas sobre o peso renal total em fémeas. (A) Os rins direito e
esquerdo foram pesados (sem a cépsula renal) logo apos a eutanasia. (B) Relagdo peso rim (g)
e peso corporal (g) (C) Relagdo peso rim (mg) e comprimento da tibia (mm), n=8/grupo.

4.6 Parametros de funcio renal e balanco hidrico apés dieta HSB: papel da inibiciao de
SGLT?2 via tratamento com dapagliflozina

A obesidade pode influenciar a homeostase hidrica de varias maneiras, € o balanco
de hidrico ou agua refere-se a quantidade liquida de 4gua que entra e sai do organismo em um
determinado periodo de tempo (ROWNTREE, 1922; TOBIAS; BALLARD; MOHIUDDIN,
2019). Em relagdo aos parametros de funcdo renal e balanco hidrico dos machos, os nossos
resultados demonstraram que ndo houve diferengas significativas na ingestdo de 4gua entre os
grupos experimentais, mas o volume urinario medido em mlL/24 horas foi reduzido em
~120% em animais do grupo HSB+veiculo comparando com o grupo DC+veiculo
(p=0,0012), indicando uma menor capacidade dos rins de excretar urina. Interessantemente, o
tratamento com DAPA (grupo HSB+DAPA) foi capaz de restaurar volume urinario
(p=0,0478). Com esses dados, foi possivel calcular o balango hidrico (como descrito na
subse¢do 3.5 de Materiais e Métodos). Foi observado um menor balango de dgua (~125%) em

machos do grupo HSB+veiculo (p=0,0045), e o tratamento com DAPA (grupo HSB+DAPA)
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foi capaz de restabelecer este pardmetro aos valores observados em animais DC+veiculo
(p=0,0399). Nao houve alteracdes significativas desses pardmetros entre 0s grupos
DC+DAPA e DC+veiculo (FIGURA 21).

A osmolaridade urinaria e plasmatica sao medidas que avaliam a concentracdo de
particulas totais (eletrolitos e substincias dissolvidas) no plasma e na urina. Esses pardmetros
permitem a determinagdo do clearance osmolar (COsm) e o clearance de agua livre (CH20)
que avalia a capacidade dos rins de concentrar ou diluir a urina, essas medidas sao
fundamentais para entender como os rins estdo funcionando na regulagao do equilibrio hidrico
e eletrolitico. Nao foi possivel observar nenhuma mudanga significativa em relagdo a esses
parametros em machos (FIGURA 21).

Em fémeas, ndo foram observadas mudancas significativas na ingestao de agua e no
volume urinario dentro de 24h comparando-se os grupos, associado a isso, também nao
ocorreram alteragdes no balanco de agua. A osmolaridade plasmatica ndo apresentou
alteracdo significativa entre os grupos experimentais. Porém, diferentemente dos machos, foi
possivel observar uma diminuicdo ~51% da osmolaridade urinaria em fémeas do grupo
HSB+veiculo quando comparado ao grupo DC+veiculo (p=0,0032), indicando uma menor
capacidade dos rins em concentrar a urina. De acordo com essa ideia, nds observamos uma
reducdo no clearance osmolar ~63% em fémeas do grupo HSB+veiculo quando comparado
ao grupo DC+veiculo (p=0,0334). Associado a isso, também observamos uma menor taxa de
clearance de agua livre neste mesmo grupo experimental (p=0,0043) (FIGURA 22).

Até o momento, foi observado que a dieta HSB promove reducdo significativa na
taxa de formacdo da urina, impactando no balanco hidrico em camundongos machos.
Interessantemente, a inibicdo de SGLT2 via tratamento com dapagliflozina atenuou essas
modificagdes induzidas pela obesidade induzida pela dieta HSB. Sabendo que a fung¢ao renal
¢ resultante dos processos de filtragdo glomerular e transporte tubular, o proximo passo foi
identificar o possivel envolvimento das possiveis alteragdes funcionais glomerulares e/ou

tubulares.
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Figura 21 - ParAmetros de func¢do renal e equilibrio hidrico de machos apds 12 semanas de
dieta. (A) Ingesta de agua (mL/24 hrs) (B) Volume urinario medido em 24 hrs (mL) (C)
Balango de 4gua em % das 24 hrs (D) Osmolaridade urinaria (mOsm/L) (E) Osmolaridade
plasmatica (mOsm/L) (F) Clearance osmolar que reflete a depuragdao de solutos (mL/min)
(G) Clearance de agua livre (mL/min). **p<0,01 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado
pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de Tukey, n=8/grupo. #p<0,05 HSB vs HSB
(efeito do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de
Tukey, n=8/grupo. (D, E, F, G; Teste T nao pareado, n=5,6/grupo).
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Figura 22 - Parametros de funcao renal e equilibrio hidrico de fémeas apos 12 semanas de
dieta. (A) Ingesta de agua (mL/24 hrs) (B) Volume urinario medido em 24 hrs (mL) (C)
Balanco de 4gua em % das 24 hrs (D) Osmolaridade urinaria (mOsm/L) (E) Osmolaridade
plasmatica (mOsm/L) (F) Clearance osmolar que reflete a depuracdo de solutos (mL/min)
(G) Clearance de agua livre (mL/min). *p<0,05; **p<0,01 DC vs HSB (efeito da dieta) como

indicado pelo Teste T ndo pareado, n=4,5,6/grupo.

4.7 Inibicao de SGLT2 via dapagliflozina protege a disfun¢ao glomerular induzida pela

dieta HSB em machos

Para avaliar a fun¢do glomerular, foram analisados os parametros de fluxo urinario

que refere-se a quantidade de urina produzida e excretada pelos rins ao longo de um
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determinado periodo de tempo. Além disso, foi avaliado a concentragdo de creatinina
plasmatica, creatinina urinaria e o clearance dessa substancia, que refere-se a taxa na qual a
creatinina ¢ manipulada pelos néfrons, sendo um marcador da TFGe (FILLER; YASIN;
MEDEIROS, 2014). Camundongos machos que consumiram a dieta HSB (grupo
HSB+veiculo) tiveram uma diminui¢do do fluxo urinario em ~86% quando comparado ao
grupo DC+veiculo (p=0,0216), associado a uma diminui¢do do clearance da creatinina em
~142% (p=0,0161). Por outro lado, ndo foram observadas mudancas significativas na
concentracdo de creatinina plasmatica, creatinina urinaria ¢ de uréia plasmatica entre os
diferentes grupos experimentais (FIGURA 23).

Em fémeas, ndo foi possivel observar nenhuma diferenga estatistica significativa
entre os grupos estudados em relacdo ao fluxo urinario (DC vs HSB p = 0,8748); (HSB vs
HSB p = 0,7194), clearance de creatinina (DC vs HSB p = 0,2113); (HSB vs HSB p =
0,1534), concentragdes plasmadticas e urindrias de creatinina (DC vs HSB p = 0,7021; p =
0,2802); (HSB vs HSB p = 0,9566; p = 0,4813) e as concentragdes plasmaticas de uréia (DC
vs HSB p = 0,0840); (HSB vs HSB p = 0,7792) (FIGURA 24).
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Figura 23 - Pardmetros de fun¢do glomerular em machos. (A) Fluxo urinario (mL/min) (B)
Clearance de creatinina, marcador direto da TFG (mL/min) (C) Creatinina plasmatica
(mg/dL) (D) Creatinina urinaria (mg/dL) (E) Concentracdo de uréia plasmadtica (mg/dL)
*p<0,05; **p<0,01 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas vias,
n=8/grupo.
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Figura 24 - Parametros de func¢do glomerular em fémeas. (A) Fluxo urindrio (mL/min) (B)
Clearance de creatinina, marcador direto da TFG (mL/min) (C) Creatinina plasmatica
(mg/dL) (D) Creatinina urinaria (mg/dL) (E) Concentragdo de uréia plasmatica (mg/dL),
n=8/grupo.

Até aqui, nossos achados indicam que a dieta HSB promove uma alteracao
significativa da fun¢do glomerular em machos e que o tratamento com dapagliflozina restaura,
pelo menos em parte, o rim dessa disfungdo. Como o principal sitio de agdo do SGLT2 ¢ o
tubulo proximal (PADDA; MAHTANI; PARMAR, 2022) e dados mostram que uma
disfuncdo glomerular pode levar a uma disfungdo tubular ou vice-versa (VALLON;
NAKAGAWA, 2021; MEYER, 2003), o préximo passo foi investigar o efeito da dieta e

tratamentos sobre os pardmetros de fungdo tubular.

4.8 Inibicao de SGLT?2 via dapagliflozina aumenta a excre¢cio de potassio e glicose em
machos HSB

Os tubulos renais, em especial o tibulo proximal, sdo responsaveis por reabsorver
substancias essenciais do fluido tubular como glicose e eletrdlitos (cloretos, sédio e potassio)
ap6s serem filtradas pelos glomérulos e secretar substancias indesejadas que ndo foram
eventualmente filtradas pelos glomérulos (HORITA et al., 2017). Em machos, nossos
resultados ndo mostraram nenhuma mudanga significativa em relagdo ao clearance e fragao
de excre¢do (FE) dos eletrolitos cloretos e sddio. Foi possivel observar que a inibi¢do do
SGLT2 via DAPA aumentou a excre¢do de potdssio através do aumento do clearance
(p=0,0095) dessa substancia no grupo HSB que recebeu DAPA (grupo HSB+DAPA)
associado a uma maior FE de potassio (p=0,0029), também observada neste grupo (FIGURA
25).

Com relacdo a excrecao renal de glicose, foi observado um aumento significativo do

clearance dessa substancia associada a maior FEglicose no grupo HSB que recebeu DAPA
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(grupo HSB+DAPA) p<0,0001; p=0,0362, respectivamente. A concentragdo em mg/24 hrs de
glicose também foi maior em machos do grupo HSB+DAPA p<0,0001 (FIGURA 25). DAPA
¢ um inibidor do SGLT2, com isso ¢ esperado um aumento da excregao de glicose e sddio na
urina.

Em camundongos fémeas, ndo foram observados nenhuma alteracao significativa na
manipulacdo tubular dos eletrdlitos avaliados, assim como, na excre¢ao de glicose (FIGURA
26). Dessa forma, nossos dados mostram que existe uma seletividade de efeitos sobre a
funcao tubular promovidos pela dieta e pelo tratamento com dapagliflozina nos camundongos
machos.

Sabendo que disfungdo glomerular e/ou tubular estdo estreitamente correlacionados
com o desenvolvimento de proteintria (conhecido marcador de lesdo renal) (COMPER;
VUCHKOVA; MCCARTHY, 2022; BOKENKAMP, 2020) e que a inibicdo de SGLT?2 possui
efeitos antiproteinuricos em doencas renais cronicas como a doenca renal diabética (PERICO;
RUGGENENTI; REMUZZI, 2017; FARIAS et al. 2023), o nosso proximo passo foi avaliar o

potencial efeito da dieta e do tratamento na manipulagdo de proteinas pelo néfron.
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Figura 25 - Pardmetros de funcdo tubular em machos. (A) Clearance de cloretos (mL/min)
(B) FE de cloretos (%) (C) Clearance de so6dio (D) FE de sodio (E) Clearance de potassio (F)
FE de potéssio (G) Clearance de glicose (H) FE de glicose (I) Concentracdo de glicose na
urina 24 h (mg/24h). #p<0,05; #p<0,01; ###p<0,001; ##H#p<0,0001 HSB vs HSB (efeito do
tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de Tukey,
n=8/grupo.
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Figura 26 - Parametros de funcdo tubular em fémeas. (A) Clearance de cloretos (mL/min)
(B) FE de cloretos (%) (C) Clearance de sodio (D) FE de sodio (E) Clearance de potassio (F)
FE de potassio (G) Clearance de glicose (H) FE de glicose (I) Concentragdo de glicose na
urina 24 h (mg/24 h), n=8/grupo.

4.9 Inibicio de SGLT2 via tratamento com dapagliflozina melhora proteinuria de
origem tubular induzida pela dieta HSB em machos

Analisando a manipulagdo renal de proteinas, inicialmente, ndo encontramos
alteragdes nas concentragdes plasmaticas de proteinas em nenhum dos grupos experimentais.
Foi observado que nos camundongos machos do grupo HSB+veiculo houve um aumento da
excrecdo de proteina na urina (mg/24h) ~105% quando comparado com o grupo DC+veiculo
(p<0,0001), e o tratamento com DAPA (observado no grupo HSB+DAPA) foi capaz de
reverter esse parametro significativamente (p<0,0001) (FIGURA 27). A razdo
proteina/creatinina (RPC) na urina ¢ uma medida usada para avaliar a quantidade de proteina
presente na urina em relacdo a quantidade de creatinina. Esse marcador ¢ ttil e bem utilizado
para detectar e monitorar a proteinuria independente da variagdo de fluxo urinario
(KAMINSKA et al., 2020; DWYER et al., 2008). Nos observamos que camundongos machos
do grupo HSB+veiculo apresentaram aumento dessa razdo de ~93% em comparagdo ao grupo
DC+veiculo (p<0,0001). Interessantemente,0 tratamento com DAPA (grupo HSB+DAPA)
reverteu este indicador aumentado pelo efeito da dieta (p<0,0001), corroborando com os
demais dados mostrados acima. Associado a isso, também observamos um aumento
significativo do clearance renal de proteinas (Cproteinas) ~66% da FE de proteinas
(FEproteinas) ~138% em camundongos machos do grupo HSB+veiculo quando comparados
ao grupo DC+veiculo, indicando menor reabsor¢do de proteinas. O tratamento com DAPA
também foi eficiente em modificar positivamente esses parametros (como pode ser observado

no grupo HSB+DAPA) (FIGURA 27). Vale a pena ressaltar que nao ocorreram variagdes
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significativas em quaisquer um dos parametros entre os grupos DC+veiculo e DC+DAPA. Por
outro lado, em fémeas ndo observamos nenhuma mudanca em relagdo a presenca de proteina
na urina, sem mudancas nas concentracdes plasmaticas e sem alteragdes na RPC (FIGURA
28), indicando que possivelmente ndo existe génese de proteinlria e comprometimento renal
induzido pela dieta ou pelo tratamento com dapagliflozina.

Esses dados em conjunto indicam que a dieta HSB promove o desenvolvimento de
proteinuria associada a disfun¢do da reabsor¢ao de proteinas em camundongos machos. Além
disso, esse processo parece ser mediado por SGLT2. Como ¢ bem estabelecido uma
correlagdo entre disfungdo na reabsorcdo de proteinas e lesdo no parénquima renal,
principalmente lesdo tubular, 0 nosso préximo passo foi investigar as possiveis alteragdes no

parénquima renal frente a dieta HSB e tratamento com DAPA.
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Figura 27 - Efeitos da dieta HSB na proteinuria em machos. (A) Concentragao plasmatica de
proteinas (mg/dL) (B) Massa de proteina na urina 24 horas (mg/24 hrs) (C) Razdo da massa
de proteina urinaria pela creatinina urinaria (mg/g) (D) Clearance de proteinas (mL/min) (E)
FE de proteinas (%). *p<0,05; ***p<0,001 ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como
indicado pelo ANOVA de duas vias, n=8/grupo. #p<0,05; ##p<0,01; ####p<0,0001 HSB vs
HSB (efeito do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste
de Tukey, n=8/grupo.
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Figura 28 - Efeitos da dieta HSB na proteintiria em fémeas. (A) Concentracao plasmatica de
proteinas (mg/dL) (B) Massa de proteina na urina 24 horas (mg/24 hrs) (C) Razdo da massa
de proteina urinaria pela creatinina urinaria (mg/g) (D) Clearance de proteinas (mL/min) (E)
FE de proteinas (%).

4.10 Inibicio de SGLT2 via tratamento com dapagliflozina atenua aumento dos
marcadores de lesdo tubular renal em camundongo machos

A disfun¢do na reabsorcdo de proteinas nos tibulos renais € um processo que pode
levar a lesdes renais significativas (CHRISTENSEN; GBUREK, 2004). A presenga de
proteinas na urina ¢ um indicativo de que os tibulos renais estdo danificados ou
sobrecarregados (MAKHAMMAJANOV et al., 2024; HEYMAN et al., 2022). Para avaliar a
extensdo da lesdo tubular, inicialmente, ¢ essencial analisar marcadores especificos de lesdo
tubular. Esses marcadores sdo substancias liberadas nas células tubulares renais danificadas e
podem ser detectadas na urina. Diante disso, avaliamos a presen¢a na urina das enzimas
y-glutamil transferase (y-GT) e Lactato Desidrogenase (LDH) de camundongos machos e
fémeas.

Em machos, foi possivel observar um aumento significativo (~114%) na atividade da
enzima y-GT na urina dos animais do grupo HSB-+veiculo (p=0,0006), ¢ o tratamento com
DAPA foi eficaz em reverter esse efeito (grupo HSB+DAPA, p=0,0175). Além disso, a
atividade de LDH também estava aumentada em urina de machos do grupo HSB+veiculo
comparando-se com o grupo DC+veiculo (p<0,0001). O tratamento com DAPA atenuou esse
efeito induzido pelo consumo da dieta HSB (p<0,0001). Para excluir quaisquer influéncias de
variacoes do fluxo urinério, foram determinadas as razdes y-GT/Cr (razdo y-GT:creatinina
urinaria) ¢ LDH/Cr (razdo LDH:creatinina urinaria). As razdes y-GT/Cr e LDH/Cr estavam
aumentadas ~105%; ~80%, respectivamente, nos machos do grupo HSB+veiculo em

comparac¢do ao grupo DC+veiculo (p=0,0010; p=0,0003). O tratamento com DAPA diminuiu
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significativamente esses marcadores (grupo HSB+DAPA, y-GT/Cr p=0,0013; LDH/Cr
p<0,0001) (FIGURA 29).

Com relacao as fémeas, ndo foi possivel observar nenhuma mudanca significativa em
marcadores de lesdo tubular comparando-se os diferentes grupos experimentais (FIGURA
30), indicando que em fémeas 12 semanas de consumo da dieta hiperpalatavel ndo foram
suficientes em desencadear dano renal, corroborando com os demais resultados funcionais
encontrados neste trabalho. Devido ao efeito protetor de DAPA sobre os biomarcadores
urinarios de lesao renal em machos, o préximo passo foi estudar o possivel efeito na estrutura

do parénquima renal potencialmente modificado pela ingestdo de dieta HSB.
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Figura 29 - Marcadores de les@o tubular em machos. (A) y-GT urinaria (U/L) (B) Relagao
y-GT pela creatinina urinaria (UCr) (C) LDH urinaria (D) Relacdo LDH/UCr. **p<0,01;
*E%p<0,001 ****p<0,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas
vias, n=8/grupo. #p<0,05; ##p<0,01; ####p<0,0001 HSB vs HSB (efeito do tratamento) como
indicado pelo ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de Tukey, n=8/grupo.
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Figura 30 - Marcadores de lesdo tubular em fémeas. (A) y-GT urinaria (U/L) (B) Relacao
y-GT pela creatinina urinaria (UCr) (C) LDH urinéria (D) Relagdo LDH/UCr.

4.11 HSB promoveu alteracdes histologicas e morfométricas nos rins de machos que
foram atenuadas com tratamento com DAPA

Para avaliar o possivel efeito protetor de DAPA sobre os efeitos da obesidade
induzida por dieta HSB e da resisténcia a glicose na histopatologia renal, realizamos
coloracdo periddica com acido-Schiff (PAS) em cortes renais de camundongos machos e
fémeas (FIGURAS 31 e 33), e posteriormente, a analise histomorfométrica como descrito em
detalhes em Materiais e Métodos.

Inicialmente, verificamos os parametros histomorfométricos associados a estrutura
glomerular. Cada estrutura foi analisada separadamente, contudo ndo foi observada nenhuma
diferenga estatistica em relacdo ao tamanho da area glomerular total (DC vs HSB p = 0,3039);
(HSB vs HSB p = 0,4181), area do tufo glomerular (DC vs HSB p = 0,8992); (HSB vs HSB p
=0,5131), area da capsula de bowman (DC vs HSB p =0,1482); (HSB vs HSB p =0,9796) ¢
da matriz mesangial (DC vs HSB p =0,9851); (HSB vs HSB p = 0,6084) (FIGURA 32). Com
relacdo a estrutura tubular, nos avaliamos o numero de células epiteliais tubulares, o nimero

de células intersticiais e a presenca de vacuolizagdo. Em machos, foi possivel observar que a
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dieta HSB promoveu uma reducdo das células tubulares e aumento da presenca de
vacuolizacdo no tecido dos animais do grupo HSB+veiculo em comparagdo com o grupo
DC+veiculo (FIGURA 32). Interessantemente, o tratamento com DAPA foi capaz de reverter
esses efeitos (comparacao entre grupo HSB+DAPA e HSB+veiculo, p<0,0001).

O aumento de células intersticiais nos rins ¢ uma caracteristica associada a varias
condi¢des patoldgicas, principalmente as que envolvem inflamacdo, fibrose e resposta ao
dano renal cronico (CASTROP, 2019; FARIAS et al., 2023). Diante disso, essas cé€lulas
também foram quantificadas. Em machos, observamos um aumento dessas células em animais
do grupo HSB+veiculo quando comparado com grupo DC+veiculo (p=0,0028). Além disso,
foi observado um efeito benéfico do tratamento, sendo este capaz de reduzir o nimero dessas
células no rim de animais que receberam DAPA (grupo HSB+DAPA, p<0,0001) (FIGURA
32). Diferentemente dos camundongos machos, ndo foi possivel observar nenhuma alteragao
de estrutura do parénquima renal em camundongos fémeas (FIGURAS 33 e 34), corroborando
com a auséncia de disfuncdo glomerular e tubular, assim como, de desenvolvimento de

proteintiria nos camundongos fémeas.
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Figura 31 - Cortes histologicos dos rins de machos corados com PAS. (A) Histologia renal ao final
da 12* semana apds coloracdo com PAS.
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Figura 32 - Quantificag¢do histologica de machos. (A-D) Parametros de estrutura glomerular.
(A) Depésito de matriz mesangial (B) Area do tufo glomerular (C) Area do espago de
bowman (D) Celularidade glomerular (E) Quantificagio de células tubulares (F)
Quantificacdo de células renais intersticiais. **p<0,01 DC vs HSB (efeito da dieta) como
indicado pelo ANOVA de duas vias. ####p<0,0001 HSB vs HSB (efeito do tratamento) como
indicado pelo ANOVA de duas vias. (DC, n = 6; HSB, n = 6; DC+DAPA, n = 5; HSB+DAPA,
n=0).
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Dieta hiperpalatavel

Figura 33 - Cortes histologicos dos rins de fémeas corados com PAS. (A) Histologia renal ao
final da 12* semana apods coloragdo com PAS
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Figura 34 - Quantificacdo histologica de fémeas. (A-D) Parametros de estrutura glomerular.
(A) Depésito de matriz mesangial (B) Area do tufo glomerular (C) Area do espago de
bowman (D) Celularidade glomerular (E) Quantificagio de células tubulares (F)
Quantificacdo de células renais intersticiais. (DC, n = 5; HSB, n = 5; DC+DAPA, n = 4;
HSB+DAPA, n=4).

4.12 HSB causa inflamacao renal em machos e DAPA ¢ capaz de diminuir a inflamacao

A inflamacdo renal ¢ um achado caracteristico da obesidade e da sindrome
metabolica (WAHBA; MAK, 2007). Sabendo que disfuncdo e lesdo tubular associada ao
desenvolvimento de proteintria ¢ associada a inflamagao renal (EDDY, 2004), o proéximo
passo foi avaliar o nivel de mRNA de citocinas pré-inflamatérias no tecido renal. Avaliamos
por meio da técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR) os niveis de mRNA de interleucina-1
beta (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP-1). Houve aumento significativo de IL-1 no tecido renal de camundongos machos que
consumiram a dieta HSB (grupo HSB+veiculo, p<0,0001) e esse aumento foi
significativamente menor em camundongos machos tratados com DAPA (grupo HSB+DAPA,
p<0,0001). MCP-1 foi significativamente reduzida no grupo tratado com DAPA (grupo
HSB+DAPA, <0,05). Em relacdo a citocina TNF-a, ndo foram observadas diferencas

significativas em machos das diferentes condi¢des experimentais (FIGURA 35).
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Por outro lado, ndo foi possivel observar diferencgas significativas nos niveis de
citocinas comparando-se o efeito da dieta e o efeito do tratamento em fémeas (FIGURA 36).
IL-1B (DC vs HSB p = 0,7617); (HSB vs HSB p = 0,9890), TNF-a (DC vs HSB p = 0,8060);
(HSB vs HSB p > 0,9999), MCP-1 (DC vs HSB p = 0,9994); (HSB vs HSB p = 0,9744).
Nesse momento, nossos dados indicam que a dieta HSB promove disfun¢do glomerular e
tubular associada ao desenvolvimento de proteintiria de origem tubular em machos. Esse
efeito cursa com o desenvolvimento de lesdo tubulo-intersticial e inflamacao renal. Neste
contexto, a inibicdo de SGLT2 via tratamento com DAPA promove efeito renoprotetor em

todos os parametros analisados. Entretanto, o mecanismo proposto ainda precisa ser

elucidado.
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Figura 35 - Citocinas inflamatérias no tecido renal de machos. (A) qRT-PCR de IL-1p (B)
TNF-a (C) MCP-1 ****p<(,0001 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA
de duas vias, n=7,4/grupo. #p<0,05 ####p<0,0001 HSB vs HSB (efeito do tratamento) como
indicado pelo ANOVA de duas vias, n=4,3/grupo.
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Figura 36 - Citocinas inflamatorias no tecido renal de fémeas. (A) qRT-PCR de IL-1B (B)
TNF-a (C) MCP-1 n=6,5,4/grupo.

4.13 HSB causa acumulo de triglicerideos no rim em machos e DAPA ¢ capaz de reduzir
0 acumulo

Sabendo que o aumento do conteudo intracelular lipidico ¢ um dos achados de lesao
renal na obesidade (BOBULESCU, 2010; GAI et al., 2019) e diferentes trabalhos mostram o
efeito da lipotoxicidade sobre as células epiteliais tubulares (WANG; ZHANG; GUO, 2021),
foi realizada a extracdo de lipideos do tecido renal para examinar o conteudo de triglicerideos
(TG) e colesterol no rim de acordo como detalhado na secdo de Materiais e Métodos.

Em machos, observamos que a dieta HSB levou ao acimulo de TG (DC+veiculo vs
HSB+veiculo p = 0,001) mas ndo de colesterol no tecido renal (DC+veiculo vs HSB+veiculo
p = 0,06), apesar da tendéncia de aumento. O tratamento com DAPA foi capaz de reduzir o
acimulo de TG (HSB+veiculo vs HSB+DAPA p = 0,01) e colesterol (HSB+veiculo vs
HSB+DAPA, p = 0,03) no rim dos animais que consumiram a dieta HSB (FIGURA 37). Por
outro lado, ndo houve alteragdes significativas nos niveis renais de TG e colesterol entre os

diferentes grupos experimentais em camundongos fémeas (FIGURA 38).
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Figura 37 - HSB induz aumento de triglicerideos no rim em machos. (A) Quantidade de
triglicerideos e (B) Colesterol total no rim relativo ao peso renal usado na extragdo. *p<0,05;
*#p<0,01 DC vs HSB (efeito da dieta) como indicado pelo ANOVA de duas vias, n=5/grupo.
#p<0,05 HSB vs HSB (efeito do tratamento) como indicado pelo ANOVA de duas vias,
n=5/grupo.
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Figura 38 - HSB nao induz aumento de triglicerideos no rim em fémeas. (A) Quantidade de
triglicerideos e (B) Colesterol total no rim relativo ao peso renal usado na extragdo,
n=>5/grupo.

4.14 Efeito da lipotoxicidade na inflamacao e proteinuria

A analise da acumulacdo de lipidios nos rins, especificamente TGs, tem ganhado
atencdo crescente devido a sua associacdo com a disfung¢ao renal e doengas metabolicas. Para
explorar essa relagdo, foi realizado o re-plot dos dados em graficos de correlacdo com base
nos niveis de TGs nos rins, permitindo uma visualizagdo clara de como o acumulo desses
lipidios podem estar associados a outros parametros renais e sistémicos. Este grafico permite
identificar associac¢des significativas entre os niveis de TGs renais e outras variaveis.

Encontramos uma correlagdo positiva significativa entre o aumento dos triglicerideos
nos rins com proteinuria (r = 0,6419; R* = 0,4120; p = 0,0023), aumento de IL-1B (r = 0,6797,
R? = 0,4620; p = 0,0038) e células intersticiais (r = 0,5737; R? = 0,3291; p = 0,0082), em
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machos que consumiram a dieta HSB (FIGURA 39). O aumento de triglicerideos nos rins esta
fortemente associado a proteinuria, servindo como um marcador precoce de dano renal. Além
disso, uma correlagao positiva foi identificada entre os TGs renais e citocinas inflamatorias,
sugerindo que o actimulo de lipidios pode exacerbar a inflamacdo, contribuindo para a
progressdao da doenca renal. A correlagdo entre o aumento de TGs nos rins e as alteragdes
histologicas foi evidente, com niveis mais altos de lipidios associados a um maior nimero de
células intersticiais nos rins.

Uma vez que em todo nosso estudo observamos que as alteragdes estavam presentes
predominantemente em machos, essa analise especifica em fémeas ndo foi conduzida. A
decisdo de ndo realizar essa analise em fémeas foi basecada na auséncia de alteragdes

significativas observadas nos parametros bioquimicos e histoldgicos.
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Figura 39 - Correlagdo positiva de Pearson em machos. (A) Correlagdo de Pearson entre
triglicerideos e proteinuria em machos. (B) Correlagdo de Pearson entre triglicerideos e IL-1
em machos. (C) Correlacdo de Pearson entre triglicerideos e células intersticiais em machos.
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5. DISCUSSAO

A obesidade ¢ uma condicao de saude caracterizada pelo excesso de gordura corporal
e esta associada ao maior risco de desenvolver DRC. A relagdo entre obesidade e doenga renal
¢ complexa e multifatorial, envolvendo alteracdes hemodindmicas, metabdlicas e
inflamatérias, € o mecanismo completo ainda nao ¢ conhecido. Considerando as
consequéncias do consumo cronico de uma dieta rica em agtcar e gordura nos rins, nds
investigamos, em modelo animal, as consequéncias renais deste consumo e a influéncia do
sexo sob essas alteracdes, e o possivel efeito protetor do medicamento Dapagliflozina. Com
1850, nosso objetivo foi avaliar as possiveis alteragdes sobre a morfologia e funcao renal em
modelo experimental de obesidade (machos e fémeas) induzida pela ingestdao cronica de dieta
hiperpalatavel, assim como o impacto da inibi¢do de SGLT2 nesse processo. Entdo,
comparamos animais C57Bl/6 que consumiram DC e HSB. Em ambos os sexos, a HSB leva a
ao aumento de peso corporeo e de adiposidade, mas apenas em machos foi possivel observar
alteragdes metabolicas induzidas pela obesidade, como o aumento da glicemia em jejum e
tolerancia a glicose prejudicada. Associado a isso, apenas em machos foi visto alteragdes
morfoldgicas e bioquimicas renais, indicando que o fenotipo de obesidade e as alteragdes
metabolicas desencadeadas pela dieta levaram ao comprometimento dos rins de machos.

O primeiro passo do trabalho foi induzir e caracterizar a obesidade e as alteracdes
metabolicas do modelo escolhido. Embora existam diversos modelos animais de obesidade
induzida por dieta (DA SILVA et al., 2020; KANASAKI; KOYA, 2011), no nosso estudo
utilizamos o modelo de obesidade induzida por dieta rica em agtcar e manteiga (High sugar
and butter diet - HSB). Nesse modelo, machos e fémeas apresentaram obesidade, com ganho
de peso gradual ao longo das 12 semanas de estudo, sendo possivel observar as alteragdes
pelas quais a ingestdo de dieta desbalanceada pode afetar diversos 6rgaos, principalmente os
rins. Entre as varias linhagens, os camundongos C57BL/6J sdo os mais amplamente usados
para obesidade induzida por dieta rica em gordura (High fat diet - HFD) porque eles exibem
anormalidades semelhantes a sindrome metabolica humana (KANASAKI; KOYA, 2011). A
dieta HSB contém um contetido alto de gordura e carboidratos (fornecendo 84% do total de
energia, 48% e 36% respectivamente). Com esse tipo de dieta, um maior ganho de peso é
observado poucas semanas ap0s o inicio da dieta (MAIOLI et al., 2016; MOREIRA-JUNIOR
et al., 2023; RIBEIRO et al., 2023).

Camundongos machos com obesidade induzida por HFD apresentam alteragdes
renais similares a pacientes com DRC e sindrome metabolica (DM2, RI, dislipidemia e

hipertensao) (WANG et al., 2018; GLASTRAS et al., 2016; CHENG et al., 2019). Ja ¢
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amplamente descrito diferencas de sexo em complicagdes induzidas pela obesidade, como
DM2. Camundongos fémeas sdo protegidas contra alteragdes metabolicas induzidas por HFD
e consequentemente a danos renais, € a desregulacdo do metabolismo do estrogénio tém sido
associada a essa susceptibilidade. Alguns trabalhos ja tém mostrado que a remog¢do dos
ovarios em camundongos fémeas elimina a protecdo ao ganho de peso e alteragdes
metabodlicas, desenvolvendo um fendtipo igual de camundongos machos ¢ a suplementagao
com estrogénio restaura essa protecao (STUBBINS et al., 2012; PETTERSSON et al., 2012).
Uma vez que a obesidade leva ao desenvolvimento de sindrome metabdlica que ¢ fortemente
considerado um risco de desenvolvimento de DRC, camundongos fémeas consequentemente
também sdo protegidas do dano renal (ROZA et al., 2016). Fémeas ovariectomizadas apos
consumo de HFD apresentam hiperglicemia, RI, e danos renais, evidenciados como
glomerulomegalia, hiperfiltracdo glomerular e aumento da excrecdo urindria de albumina
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2021).

Para induzir anormalidades renais, ¢ necessario na maioria dos casos um longo
tempo de consumo de dieta HFD, que em geral ¢ visto na literatura entre 12 e 16 semanas
(SUN et al., 2020; LUO et al., 2020; CHAN; LIN, 2023). Contudo, estudos presentes na
literatura demonstraram que camundongos falham em imitar completamente a progressao da
doenca humana por ndo atingirem completamente os niveis de insuficiéncia renal. Estima-se
que 24 a 30 semanas sao necessdrias para gerar doengas renais em um modelo de
camundongo (AZUSHIMA; GURLEY; COFFMAN, 2018) e outros falham em demonstrar
mudangas patologicas nos rins independente do tempo de exposicdo a HFD (CHEFF et al.,
2023). Podemos destacar que por se tratar de um modelo que depende do consumo de dieta,
as condigdes experimentais como o ambiente de criacdo incluindo estresse, temperatura,
espago, podem influenciar nos resultados. Embora o modelo C57Bl/6 apresente falhas, os
estudos t€m ajudado os pesquisadores a entender a fisiopatologia da doencga renal associada a
obesidade e DM2.

Neste estudo, como esperado, machos e fémeas ganharam significativamente mais
peso em comparagdao ao grupo que recebeu a dieta controle. O ganho de peso induzido pela
dieta HSB em machos comecou a ser observado na 5* semana e continuou até a 12* semana. E
em fémeas, o aumento de peso ¢ observado a partir da 6* semana e também se mantém até a
12* semana. Este ganho foi associado com o aumento do depdsito de todas as gorduras
brancas estudadas, em ambos os sexos. Estudos demonstram que a ingestdo excessiva de
gordura dietética pode levar ao acumulo de tecido adiposo ao redor dos 6rgdos abdominais,

incluindo as gorduras perirrenais, mesentéricas e epididimais nos machos e perigonadais nas
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fémeas (GLASTRAS et al., 2016; STUBBINS et al., 2012). E importante destacar que o
aumento dos depdsitos de gordura visceral estd intimamente ligado ao desenvolvimento de
albuminuria em humanos (TAMBA et al., 2010; HANALI et al., 2010; BOUCHI et al., 2016;
FOSTER et al., 201; LIU et al., 2024).

Em relacdo ao tratamento, ndo foi encontrada diferenca significativa de peso entre os
grupos tratados com DAPA ¢ os controles. Em machos, é possivel observar que a partir da 8
semana onde comegou o tratamento inicia-se uma queda do peso mas nao foi considerada
estatisticamente significativa. Essa auséncia de diferenca pode ser atribuida a fatores como a
duracdo relativamente curta do tratamento ou a dose administrada. Além disso, variagdes
individuais no metabolismo e na resposta ao medicamento podem ter contribuido para esses
resultados inesperados. Apesar das expectativas baseadas em pesquisas anteriores que
sugeriram a perda de peso como um efeito potencial da DAPA, nossos resultados nao
corroboraram esses achados (WANG et al., 2018; MA et al., 2019; LIN et al., 2024). Vale
destacar que alguns trabalhos também ndo mostram esse efeito benéfico de DAPA no peso
corporal (FUKUSHIMA et al., 2020; CAl et al., 2023). Variacdes individuais no metabolismo
e na resposta ao medicamento podem ter contribuido para esses resultados distintos.

Ademais, o aumento de peso corpdéreo em machos ndo foi associado a hiperfagia.
Aqui, verificamos que ndo houve diferen¢a no consumo médio de ragdo em gramas por caixa,
também nao foram observadas mudangas na estimativa de consumo de Kcal em machos
comparado ao grupo que consumiu DC. J& em fé€meas, observamos um aumento nos dois
parametros analisados, o grupo HSB consumiu mais racdo ao longo das 12 semanas e
consequentemente maior quantidade de Kcal foram ingeridas. E importante notar que mesmo
nao sendo observada diferencas de consumo, machos HSB apresentam aumento de peso e
alteragdes metabolicas mais proeminentes que as fémeas, sugerindo que a composi¢ao da
dieta afeta diretamente a fisiologia, independente da quantidade consumida. Em alguns
estudos com dieta HFD ¢ comum observar um consumo similar de calorias quando
comparado com a DC (STUBBINS et al., 2012; CHOI et al., 2015). A maior densidade
energética de dietas ricas em lipidios quando comparada a carboidratos e proteinas ¢ devido a
diferenca na quantidade de energia fornecida por grama de cada macronutriente. Pequenas
quantidades de alimentos ricos em gordura podem fornecer uma quantidade substancial de
calorias, contribuindo para uma maior ingestdo caldrica total (CHOI et al., 2015). O peso
corporal ¢ mantido em equilibrio quando a quantidade de calorias consumidas corresponde ao
gasto calorico diario. Choi et al. (2015) mostrou em seu estudo através da calorimetria

indireta que camundongos que consumiram HFD tiveram menor gasto energético do que os
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camundongos alimentados com DC, sugerindo que o aumento do peso observado ¢ devido ao
desequilibrio no balango energético. Apesar disso também poder ser verdade em nossos
animais, nao avaliamos esse parametro.

Vale ressaltar que em machos e fémeas o tratamento com DAPA nao alterou o
consumo de dieta HSB. Embora a dapagliflozina ajude a eliminar calorias através da glicose
excretada, a perda de peso pode ndo ser sempre significativa, especialmente em condigdes de
alta ingestdo calorica proporcionada pela HFD. Alguns estudos indicam que, apesar do
tratamento com DAPA, a compensagao calorica pelo aumento do consumo alimentar pode
ocorrer, neutralizando os efeitos de perda de peso (DEVENNY et al., 2012; JANEZ;
FIORETTO, 2021). Em contrapartida, nossos resultados n3o mostraram alteragdes
significativas do consumo de ra¢do apos o tratamento com DAPA em machos e fémeas, ndo
houve hiperfagia compensatoria. E esse resultado corrobora com outros trabalhos e estudos
clinicos onde a perda de peso obtida com a inibi¢do de SGLT2 ndo foi associada a um
aumento significativo na ingestdo de alimentos (JANEZ; FIORETTO, 2021; KOSUGI et al.,
2019). A reducao de peso corporal durante o tratamento com SGLT2 ¢ considerada modesta,
embora ainda sim ofereca beneficios.

Outro resultado que deve ser destacado em relagdo ao tratamento com DAPA, ¢ a
reducdo dos depdsitos de gordura mesentérica e perirenal em machos. Esses tecidos estao
localizados ao redor de o6rgdos importantes e ligados ao desenvolvimento de complicacdes
metabolicas, como RI e inflamag¢dao cronica (HAMMOUD et al.,, 2021; CHAIT; DEN
HARTIGH, 2020). Essa redu¢ao desses depositos de gordura ¢ benéfica e pode contribuir para
melhorias na saide metabdlica geral e na fungdo renal, refor¢ando o potencial terapéutico da
DAPA além do controle glicémico. Este estudo ¢ relevante ao demonstrar que a DAPA, por si
sO, sem a associagdo com outros medicamentos como a metformina, pode reduzir
significativamente os depositos de gordura perirrenal (CUATRECASAS et al., 2024). Este
estudo isolado sobre a DAPA, revela seu potencial exclusivo na mobilizagdo e redugdo da
gordura perirrenal em camundongos machos. Este achado ¢ particularmente relevante, pois a
gordura perirrenal estd intimamente ligada a disfungdes renais e riscos cardiovasculares,
indicando que a dapagliflozina pode oferecer beneficios adicionais significativos para a satide
metabolica e a prevengdo de complicagdes renais e cardiovasculares.

Em modelos animais de obesidade induzida por dieta, além do aumento de peso,
ocorrem diversas alteracdes metabolicas significativas. Hiperglicemia, perfil lipidico alterado,
inflamacao crdnica e RI sdo esperados (GLASTRAS et al., 2016; SUN et al., 2020; MAIOLI

et al., 2016). Em nosso trabalho, apesar de o fenotipo de obesidade ja ter sido observado em



87

poucas semanas (5" semana em machos e 6* semana em fémeas), avaliamos possiveis
alteracdes metabodlicas apenas ao final dos experimentos, na 12* semana, antecedendo a
eutanasia. Em machos, foi possivel observar um aumento da glicemia em jejum do grupo
HSB quando comparado ao grupo DC, além disso, observamos também uma tolerancia a
glicose prejudicada neste modelo, corroborando com os outros estudos da literatura de HFD.
Optamos por ndo realizar o perfil lipidico sérico em machos neste estudo, uma vez que dados
anteriores obtidos pelo nosso grupo ja demonstraram os efeitos da dieta HSB sobre os niveis
lipidicos séricos (RIBEIRO et al., 2023). A dieta HSB causa um aumento significativo nos
niveis de colesterol total e triglicerideos (MAIOLI et al., 2016). J4 em fémeas, analisamos o
perfil lipidico uma vez que ndo € descrito na literatura essas alteragdes apds consumo de dieta
HSB. As fémeas HSB apresentaram aumento nas concentracdes de colesterol total no plasma
e nos niveis circulantes de triglicerideos quando comparado ao grupo DC. Vale ressaltar que
em estudos com HFD, ¢ demonstrado que os niveis de colesterol e TG em fémeas sdo
aumentados ap6s o consumo (PETTERSSON et al., 2012; KELEHER et al., 2018). Em nosso
estudo, ndo observamos alteracdes significativas na glicemia em jejum e na tolerancia a
glicose em fémeas submetidas a dieta HSB. Esses achados sugerem que, apesar da dieta rica
em acucar e manteiga, as fémeas mantiveram uma regulagao glicémica eficiente. Tal resultado
pode ser atribuido a diferencas hormonais e metabodlicas entre os sexos, que influenciam a
resposta ao excesso calorico e ao tipo de dieta (RIANT et al., 2009; LITWAK at al., 2014;
BRYZGALOVA et al., 2008). Stubbins et al. (2016) sugere em seu trabalho que camundongos
machos sd3o mais suscetiveis a obesidade e a tolerancia a glicose prejudicada devido a um
aumento na adiposidade abdominal secundaria a hipertrofia dos adipdcitos. Além disso, o
estrogénio tem um papel significativo na alteracdo de genes que regulam a adipogénese,
lipogénese e lipdlise e, portanto, pode ser um jogador importante na prevengao da obesidade e
suas comorbidades. Estes dados indicam a importancia de considerar as diferengas sexuais nas
pesquisas sobre obesidade e doengas metabolicas.

Em nosso estudo, o tratamento com DAPA demonstrou uma melhoria significativa
nos parametros metabolicos em machos submetidos a dieta HSB. DAPA, um inibidor seletivo
do SGLT2, promove a excre¢ao de glicose pela urina, reduzindo assim os niveis de glicose no
sangue. Nos machos tratados, observamos uma melhora na glicemia de jejum e na tolerancia a
glicose, indicando uma melhor regulacdo glicémica. Esses achados reforgam o potencial
terapéutico da dapagliflozina para mitigar os efeitos adversos da obesidade induzida por dieta,
especialmente em individuos do sexo masculino, que podem ser mais suscetiveis as

disfungdes metabolicas associadas. Alguns autores também mostram um efeito protetor de
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DAPA no perfil lipidico, sendo capaz de diminuir os niveis plasmadticos de triglicérides e
colesterol de animais que consumiram uma dieta rica em gordura (WANG et al., 2018;
JAIKUMKAQO et al., 2021). Apesar disso também poder ser encontrado nos nossos animais,
ndo avaliamos esse parametro. Em contrapartida, nas fémeas submetidas ao tratamento com
DAPA, nao foram observadas melhorias significativas nos paradmetros metabolicos avaliados.
Apesar do mecanismo de agdo da DAPA potencialmente melhorar a regulagdo glicémica, as
fémeas ndo apresentaram mudangas significativas na glicemia de jejum e na tolerancia a
glicose. E possivel que a eficicia da DAPA seja concentragdo-dependente, e que a
concentragdo utilizada no estudo ndo tenha sido suficiente para induzir melhorias em um
grupo que ja apresentava niveis glicémicos dentro da normalidade. Esses achados sugerem
que o impacto da DAPA pode ser mais evidente em situacdes de hiperglicemia, e que a
resposta ao medicamento pode variar dependendo do estado metabdlico inicial dos
individuos.

Ainda ha uma escassez de informagdes na literatura sobre os efeitos da DAPA em
fémeas, especialmente em relacdo a estudos que envolvem modelos animais de obesidade
induzida por dieta. A maior parte das pesquisas sobre a eficacia e os mecanismos de agao da
DAPA tem se concentrado em populagdes masculinas ou mistas, deixando uma lacuna
significativa no conhecimento especifico sobre as respostas metabolicas em fémeas. Estudos
adicionais sdo essenciais para elucidar se as diferencas hormonais, metabolicas ou mesmo
fatores de dosagem influenciam a eficacia do tratamento com DAPA nas fémeas. Withaar et
al. (2021) mostraram que DAPA melhorou em camundongos fémeas a sensibilidade a
insulina, a tolerancia a glicose e reduziu significativamente os niveis de glicose em jejum em
comparagdo aos camundongos ndo tratados, mas diferentemente do nosso estudo, eles
observaram um aumento da glicemia ap6s consumo de HFD. Essa lacuna no conhecimento
ressalta a importincia de realizar pesquisas mais inclusivas e abrangentes, que considerem as
diferengas sexuais, para desenvolver intervengdes terapéuticas mais eficazes.

Depois da confirmacdo de alteragdes sistémicas, fomos avaliar qual era o
comportamento renal tanto em machos quanto em fémeas que receberam HSB, além do
possivel efeito protetor de DAPA nestes grupos. Neste estudo, apenas os camundongos
machos desenvolveram uma nefropatia induzida pela obesidade com algumas caracteristicas
j& conhecidas em modelo de HFD (proteintria, acimulo de lipidios e inflamagao renal).

Embora machos e fémeas HSB nao tenham apresentado maior peso renal em valores
absolutos, em camundongos machos observamos uma relagdo peso renal por peso corporeo

diminuida em animais HSB quando comparados ao grupo DC. Esse achado indica que, em
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relagdo ao tamanho total do corpo, os rins dos machos HSB sdo relativamente menores. Varios
fatores podem contribuir para essa reducio relativa no peso dos rins. E interessante notar que
essa relacdo peso do rim/peso corporal reduzida em machos sob dieta HSB, corrobora com
um estudo que mostra essa relagdo significativamente diminuida em ratos que consumiram
dieta rica em gordura e frutose (THONGNAK et al., 2020). Em geral, dietas ricas em gordura
tém sido associadas a um aumento no peso renal em modelos animais, em busca de
compensar o ganho de peso e a consequente maior demanda metabdlica (WANG et al., 2018;
GLASTRAS et al., 2016). Em nosso trabalho ndo observamos essa hipertrofia renal, em
contrapartida, essas diferengas podem ser atribuidas a composi¢ao dietética e nos mecanismos
metabolicos envolvidos na resposta renal a dietas especificas.

Em fémeas nao encontramos diferengas em nenhuma das analises morfométricas do
rim, possivelmente por ndo apresentarem mudangas metabolicas significativas e
consequentemente sem dano renal apos consumo de HSB. Estes dados j& sdo similares aos
encontrados na literatura, onde fémeas que consumiram HFD ndo apresentam hipertrofia
renal, mas fémeas ovariectomizadas sim (SUCEDARAM et al., 2021). Ja em relacao ao
tratamento com DAPA, alguns trabalhos t€ém mostrado que, apesar da melhora em parametros
glicémicos e metabolicos, a dapagliflozina ndo consegue reduzir de maneira consistente o
tamanho aumentado dos rins em modelos de obesidade e diabetes. A hipertrofia renal,
frequentemente resultante de uma sobrecarga metabdlica e hemodindmica nos rins, pode ser
influenciada por uma gama complexa de fatores que vao além do controle glicémico
(JAIKUMKAO et al., 2021; WANG et al., 2018). E em nosso trabalho também nao
observamos um efeito benéfico de DAPA em machos e fémeas em relagdo a estes pardmetros
antropométricos. Em outros estudos, no entanto, ¢ possivel observar um efeito benéfico de
DAPA na hipertrofia renal desencadeada por HFD (THONGNAK et al., 2020). Essa variacao
nos achados pode ser atribuida a diferencas nos modelos experimentais, nas condi¢des dos
estudos e nas doses administradas.

Em nosso estudo, observamos que, apesar dos machos HSB manterem um consumo
de 4gua normal, houve uma diminui¢ao significativa no volume urinario. Este fenomeno pode
ser atribuido a vérias alteragdes fisiologicas e metabolicas que influenciam a fungao renal e a
concentragdo da urina. O presente estudo observa um fendmeno intrigante: a redu¢ao do
volume urinario acompanhada por um balango de agua diminuido, sem alteragdes
significativas na osmolaridade plasmatica e urinaria. Este achado sugere mecanismos
adaptativos especificos. A reducdo do volume urinario pode ser interpretada como uma

resposta compensatoria dos rins. Quando o volume de liquido corporal ¢ reduzido, os rins
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aumentam a reabsor¢ao de agua nos tubulos renais para manter a osmolaridade plasmatica
dentro de uma faixa estreita. Essa adaptagcdo preserva a concentracdo de solutos no sangue
enquanto minimiza a perda de agua pela urina. Além disso, observamos uma diminui¢ao do
fluxo urindrio e do clearance de creatinina, indicando uma menor taxa de filtracdo glomerular.
Esses achados em conjunto sugerem que os rins estdo filtrando menos sangue, resultando em
uma menor produ¢do de urina. Um fator que pode estar associado a diminui¢do do volume
urinario ¢ o dano renal, onde a reducdo da capacidade de filtragdo e a alteracdo na fungao
tubular podem contribuir para a retencdo de fluidos e diminuicdo do volume urinario
(GILLHAM, 2007). Se os rins forem for¢ados a economizar dgua e produzir urina mais
concentrada para manter a osmolaridade plasmatica, eles podem incorrer em maior demanda
metabolica (CLARK et al., 2011; HEBERT et al., 2003).

Em fémeas, ndo foram observadas alteragcdes na ingestdo de agua, no volume
urindrio ou no balango hidrico. Isso sugere que a quantidade de dgua ingerida estd sendo
excretada de forma consistente (TOBIAS; BALLARD; MOHIUDDIN, 2019). Em
contrapartida, diferentemente dos machos, foi observado no grupo HSB uma diminui¢ao da
osmolaridade urindria associado a um menor clearance osmolar e de agua livre, sem
mudancas no fluxo urinario e no clearance de creatinina. Uma osmolaridade urinaria reduzida
indica que a urina estd mais diluida. Esse fendmeno ocorre quando os rins tém dificuldade em
secretar solutos de maneira eficiente para o filtrado urinario. Em condi¢des normais, os rins
mantém a osmolaridade urinaria alta ao secretar solutos como sodio, ureia e outros, enquanto
reabsorvem agua para concentrar a urina (SANDS; LAYTON, 2009). Quando a capacidade de
secre¢ao de solutos ¢ comprometida, a urina se torna menos concentrada, resultando em uma
osmolaridade urindria reduzida. E o clearance de 4gua livre reduzido também aponta para
uma redugdo na habilidade dos rins de excretar agua livre de solutos. Esses dados apontam
para uma maior reten¢do de agua e soluto no corpo. Apesar de ndo ter sido avaliado neste
trabalho, alguns estudos tém demonstrado que dietas ricas em gorduras podem levar a
hiperinsulinemia e RI (SUN et al., 2020), condigdes que estdo associadas com retencdo de
sodio e agua pelos rins (DA SILVA et al., 2020; HORITA et al., 2011).

Em machos, observamos um restabelecimento do volume urinario e do balango de
dgua em animais HSB apoés receberem o tratamento com DAPA. O uso da droga promoveu
um aumento na producdo de urina. Isso ocorre porque a dapagliflozina aumenta a quantidade
de glicose e sodio que ¢ excretada pelos rins, o que, por sua vez, promove uma maior diurese.
Esse efeito diurético pode ajudar a corrigir desequilibrios no volume urinario que foram

alterados devido a outras condi¢des, como sobrecarga de fluidos ou retengdo hidrica. Esse
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efeito pode ser particularmente benéfico em condigdes como na insuficiéncia renal e na
hipertensdo. Além disso, a capacidade de restabelecer o balango de dgua pode melhorar a
funcdo renal e reduzir sintomas como edema (HEERSPINK et al., 2016; WANNER et al.,
2016; SINGH et al., 2023; JAIKUMKADO et al., 2021).

A funcdo glomerular desempenha um papel essencial na manuten¢do da homeostase
corporal, sendo crucial para a filtragdo do sangue e a excre¢do de residuos metabolicos
(HALL, 2011). A avaliagdo da fun¢do glomerular ¢, portanto, um componente fundamental na
pratica clinica para o diagndstico e monitoramento de doencgas renais (INKER; TITAN, 2021).
Os principais marcadores utilizados na avaliagdo da funcao glomerular incluem a creatinina
sérica, uréia plasmatica ¢ o clearance de creatinina (GOUNDEN; BHATT; JIALAL, 2018).
Em machos, foi possivel observar neste estudo que o consumo da dieta HSB levou a uma
diminui¢do do clearance de creatinina, sem mudangas nas concentragdes plasmaticas e
urindrias dessa substincia e também sem mudancgas na ureia plasmatica. A reducdo do
clearance de creatinina sugere uma diminui¢do na TFG, que estd associada a muitas
consequéncias fisioldgicas e clinicas, incluindo complicagdes bioquimicas e sintomas
urémicos (INKER; TITAN, 2021). Se a creatinina plasmatica ainda estiver normal, isso pode
ocorrer em estagios iniciais de doenga renal, quando a funcdo renal estd comprometida, mas o
corpo ainda consegue manter niveis normais de creatinina no sangue. A creatinina sérica ¢ um
indicador tardio de comprometimento renal - a funcdo renal € reduzida em 50% antes que um
aumento na creatinina sérica seja observado (GOUNDEN; BHATT; JIALAL, 2018). Além
disso, uma diminui¢do na diurese pode refletir uma diminuicdo na depuragdo de creatinina
(LEGRAND; PAYEN, 2011), e isso foi observado em nosso trabalho, onde machos HSB
apresentaram um volume urinario reduzido.

Os resultados obtidos indicaram que as fémeas HSB ndo apresentaram mudangas
significativas nos principais marcadores de funcdo glomerular avaliados. A creatinina sérica
manteve-se dentro dos valores normais de referéncia, sugerindo que a capacidade dos rins de
filtrar e excretar creatinina permanece intacta. De forma similar, os niveis de uréia plasmatica
ndo mostraram variagdes relevantes, indicando que o metabolismo proteico e a excrecao de
seus residuos pelos rins estdo funcionando adequadamente. O clearance de creatinina também
ndo apresentou reducdes significativas. Este resultado sugere que a eficiéncia dos glomérulos
na filtragdo do sangue em fémeas permanece consistente, sem evidéncias de declinio na
capacidade filtrante renal.

Os tubulos renais desempenham um papel vital na reabsor¢ao de eletrdlitos, dgua e

manuten¢do do equilibrio acido-base. Eletrolitos - sddio, potassio, cloreto, magnésio, fosfato,
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bem como glicose podem ser medidos na urina (GOUNDEN; BHATT; JIALAL, 2018). Em
nosso estudo, camundongos machos HSB, ndo apresentaram mudancas significativas no
clearance e na FE dos eletrdlitos, como cloreto, sodio e potéassio. Este dado ¢ interessante,
pois pode indicar uma resisténcia inicial dos rins as alteragdes metabdlicas € hemodinamicas
induzidas pela dieta hiperpalatdvel. DAPA ¢ amplamente utilizado para melhorar o controle
glicémico em pacientes com DM?2. Este medicamento atua principalmente nos rins,
promovendo a excrecao de glicose na urina (TORIMOTO et al., 2017). Em nossos estudos
com camundongos machos submetidos a dieta HSB, observamos que o tratamento com
DAPA resultou em um aumento significativo no clearance e na FE de potassio e de glicose. O
clearance de glicose ¢ uma medida da eficiéncia com que os rins conseguem excretar glicose
do plasma para a urina. Sob condigdes normais, a glicose filtrada nos glomérulos ¢ quase
completamente reabsorvida nos tubulos proximais, ~97, resultando em uma excre¢ao urinaria
minima (KALRA; SINGH; NAGRALE, 2016; VALLON, 2011). No entanto, ao inibir o
SGLT2, a dapagliflozina reduz a reabsor¢do tubular de glicose, aumentando assim a excre¢ao
urinaria de glicose e o clearance de glicose (PADDA; MAHTANI; PARMAR, 2022). A FE de
glicose ¢ a propor¢ao da glicose filtrada que ¢ excretada na urina. O tratamento com
dapagliflozina impede essa reabsorcao eficiente, elevando a FE de glicose. Estes resultados
sdo consistentes com o mecanismo de a¢do da dapagliflozina, que promove a excre¢do renal
de glicose, ajudando a reduzir os niveis plasmaticos de glicose (TORIMOTO et al., 2017,
WANG et al., 2018; FARIAS et al., 2023). Esse aumento na excrecao de glicose ¢ uma
evidéncia direta da eficdcia do tratamento em alterar a dindmica renal de glicose em
camundongos obesos (LIST; WHALEY, 2011). Este efeito pode ser benéfico para o controle
glicémico e a gestdo do peso corporal, além de potencialmente oferecer efeitos
cardioprotetores e nefroprotetores ao reduzir a carga de glicose no sangue (JANEZ;
FIORETTO, 2021).

Em fémeas, os achados do presente estudo mostram que o consumo de HSB ndo
resultou em alteragdes significativas no clearance ¢ na FE de eletrolitos e nos niveis de
glicose. Esses resultados sugerem que a fungdao glomerular, a regulacdo eletrolitica e o
metabolismo da glicose permaneceram estaveis, indicando uma capacidade adaptativa dos
mecanismos renais ¢ metabolicos frente a dieta HSB. A auséncia de mudangas nos niveis de
glicose sugere que a dieta HSB ndo induziu alteragdes significativas no metabolismo da
glicose em fémeas, corroborando com os dados da literatura, onde as fémeas apresentam
ganho de peso apds consumo de dietas ricas em gordura mas ndo possuem distirbios

metabolicos relacionados a glicemia e insulina (PETTERSSON et al., 2012).
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A manipulagdo renal de proteinas envolve véarias fungdes dos rins, principalmente
filtracdo e reabsor¢do tubular. A reabsor¢do de proteinas ocorre nos tibulos contorcidos
proximais. Essa reabsor¢ao nos tibulos contorcidos proximais tem um transporte maximo
que, quando atingido, podemos observar a presenga de proteina na urina (HAIDER; ASLAM,
2023). Diante disso, avaliamos no nosso trabalho a presenga de proteinuria e alteracdes
plasmaticas de proteinas em machos e f€émeas apos consumo cronico de dieta HSB.

Em machos, foi possivel observar um aumento na excrecao de massa de proteina na
urina 24 horas de animais HSB, associado ao aumento do clearance e da FE de proteinas.
Também houve um aumento da razdo entre proteina/creatinina. A creatinina ¢ utilizada como
um marcador de referéncia devido a sua taxa de excre¢do constante, o que ajuda a corrigir
variacoes no volume urinario. Em contrapartida, ndo foram observadas mudancas nas
concentragdes plasmaticas. A proteintria patologica pode resultar de dois mecanismos
principais (ou uma combinacdo dos dois): (i) permeabilidade excessiva da barreira glomerular
para proteina ou (ii) reabsorc¢ao prejudicada de proteina no tubulo proximal. Embora haja uma
associacdo muito forte entre proteintria e doenca glomerular, hd uma sobreposicao
consideravel com doenga ndao glomerular que também pode causar grande proteinuria e
albuminuaria (BOKENKAMP, 2020). Em nosso estudo, ndo observamos alteragdes de funcgio
glomerular, o que destaca uma funcdo normal na filtracdo de proteinas, mas evidencia um
possivel defeito na reabsorcdo tubular de proteinas de baixo peso molecular. A perda de
proteinas de baixo peso molecular, pode ocorrer sem uma alteragdo significativa nos niveis de
outras proteinas plasmaticas. A perda seletiva de proteinas pode ser observada em algumas
doencas renais e pode servir como um indicador de doenga renal precoce (HAIDER;
ASLAM, 2023).

Em fémeas, diferentemente dos machos, ndo observamos mudangas significativas na
excrecdo de proteinas e nas suas concentragdes plasmaticas. A auséncia de aumento na
excre¢do de proteinas sugere que a barreira de filtragdo glomerular e a reabsor¢do tubular nas
fémeas manteve sua integridade funcional, mesmo apds a intervencio dietética. E importante
enfatizar que os resultados deste estudo indicaram que, em fémeas, ndo houve mudancas
significativas nos niveis de glicose plasmatica apdés o consumo da dieta HSB. Essa
estabilidade glicémica ¢ um achado relevante, considerando os potenciais efeitos da dieta rica
em acucar e gordura sobre o metabolismo da glicose. Estes dados sugerem que a estabilidade
glicémica ¢ crucial para a preservacdo da funcdo renal, evitando os efeitos deletérios da
hiperglicemia crénica, como o aumento da permeabilidade glomerular e a excre¢do de

proteinas (KUMAR et al., 2023; WU et al., 2023). Os achados ressaltam a importancia de
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considerar as diferencas sexuais na resposta metabdlica e renal frente as intervengdes
dietéticas e contribuem para um entendimento mais aprofundado dos mecanismos de protecao
renal em fémeas.

No presente estudo, observamos que a administragdo de DAPA resultou em uma
diminuicdo significativa da proteiniria em machos. Uma vez que este medicamento atua
bloqueando o SGLT2, observa-se uma reducao dos niveis de glicose no sangue, prevenindo a
hiperglicemia cronica, que ¢ um fator de risco para danos renais. Além disso, promove uma
natriurese (excrecao de sodio) leve, o que pode levar a uma redugdo da pressao arterial
intraglomerular (PADDA; MAHTANI; PARMAR, 2022; PROVENZANO et al., 2021).
Acredita-se que a diminui¢do na microalbumintria mediada por iSGLT2 ¢ consequéncia da
diminui¢do dos altos niveis de produtos finais de glicagdo avangada devido a regulacdo do
acucar no sangue, diminui¢do do estresse oxidativo e a diminui¢do na pressao intraglomerular,
o que leva a redugdo do estresse sobre a barreira de filtragdo glomerular, impedindo a perda
de proteinas na urina (SAHINER; INAN, 2022).

A GGT ¢ uma enzima de borda em escova, que estd localizada principalmente no
tubulo proximal metabolicamente ativo. Devido ao alto peso molecular, a GGT e outras
enzimas urinarias ndo conseguem atravessar a barreira glomerular. Portanto, seu nivel urinario
¢ principalmente devido a lesdo tubular em vez da glomerular (LIPPI et al., 2018;
DIERICKX, 1981). Alguns estudos j& tém relatado uma relagdo entre um aumento da
atividade da enzima LDH e doenca renal, principalmente a DRD. Além disso, niveis elevados
de LDH foram associados a microalbuminuria e a um risco aumentado de DRET. LDH tem
um valor potencial consideravel na triagem de doenca renal, e na detec¢do de lesdo renal
secundaria a hipertensado, diabetes mellitus e artrite reumatoide (TANG et al., 2024).

Diante disso, no presente estudo, os niveis de GGT e LDH na urina foram medidos
para avaliar a extensdo da lesdo renal. Em machos, foi possivel observar que nos animais HSB
houve um aumento da atividade das enzimas GGT e LDH na urina 24 horas, sugerindo lesao
tubular renal e necrose celular. Também foi possivel observar um aumento da razao entre
esses marcadores com a creatinina, destacando a gravidade do dano renal induzido e a
necessidade de intervengdes terapéuticas para prevenir a progressao da lesdo renal. Farias et
al. (2023), mostraram em seu trabalho um aumento da atividade de GGT e LDH na urina de
ratos em estagio inicial da DRD, induzida por STZ. Esses resultados também corroboram com
os nossos achados anteriores, onde foi observado proteinuria possivelmente de origem

tubular. Em contrapartida, em fémeas ndo foi observado nenhuma alteragdo significativa
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nestes marcadores avaliados. Essas alteragdes indicam uma susceptibilidade maior dos
machos a danos renais induzidos pela dieta, comparativamente as fémeas.

A dapagliflozina mostrou-se eficaz na reducao dos niveis de LDH e GGT urinarios
em machos, sugerindo uma protecdo significativa contra a lesdo renal. J4 ¢ descrito na
literatura um efeito dos iSGLT2 em reduzir os niveis de enzimas hepaticas em humanos,
incluindo alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), além de GGT
(SHAO et al., 2020; LEITER et al., 2016). Dado que a GGT também ¢ expressa nos tibulos
renais, a reducdo da GGT hepdtica pela dapagliflozina pode refletir efeitos sistémicos que
beneficiam também a fun¢do renal. Pode-se também dizer que a GGT, que aumenta em caso
de inflamacdo, regride devido ao efeito anti-inflamatorio do iSGLT2 (SAHINER; INAN,
2022).

Os tubulos proximais dos rins sdo particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo,
inflamagao e apoptose celular, levando a uma liberagdo aumentada de LDH. DAPA demonstra
efeitos significativos na redu¢do dos niveis de LDH urindria através da redugdo de
hiperglicemia, que alivia o estresse glicémico sobre as células epiteliais dos tubulos
proximais, resultando em menor necrose celular. Diminui a geragcdo de ROS, protegendo as
células dos tubulos proximais contra o dano oxidativo e, diminui as citocinas
pré-inflamatorias, contribuindo para a prote¢do celular e consequente diminuicdo de LDH.
Estes efeitos combinados protegem as células dos tubulos proximais contra a necrose € a lesao
(ELEFTHERIADIS et al., 2020).

Em nosso estudo, fémeas que receberam dieta HSB também ndo apresentaram
mudangas significativas na excrecdo de GGT e LDH, indicando que 12 semanas ndo foi
suficiente para causar um dano tubular significativo, corroborando com os demais dados
anteriores apresentados.

A andlise histoldgica dos rins ¢ fundamental na avaliacdo da estrutura e fungdo renal,
permitindo a deteccdo de alteragdes morfologicas associadas a condigdes patologicas.
Comprometimento na fungdo renal pode resultar em alteragdes histologicas, fornecendo
informacodes sobre a gravidade e a natureza da lesdo renal. A andlise histologica revelou lesao
renal grave em machos alimentados por 12 semanas com dieta HSB. Conforme mostrado na
Figura 31, a coloragdo PAS demonstrou lesdo tubular notavel em camundongos alimentados
com HSB. A darea tubular de camundongos alimentados com HSB, especialmente o tibulo
contorcido proximal, mostrou grave vacuolizacdo. A analise quantitativa mostrou auséncia de
alteracdes glomerulares, juntamente com a diminuigdo das células tubulares e o aumento das

células intersticiais, fornecendo informag¢des importantes sobre o tipo e a localiza¢do do dano
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renal. A redug¢do no numero de células tubulares ¢ um indicativo de dano tubular renal,
podendo ser causada por necrose ou apoptose desencadeado por alteragdes metabolicas
(ZHANG et al., 2020; LI et al., 2017), e o aumento de cé€lulas intersticiais ¢ frequentemente
associado a processos inflamatorios e fibrogénicos (CASTROP, 2019; EDDY, 1996),
corroborando com os resultados de aumento de LDH ¢ GGT em machos HSB, descrito
anteriormente.

Sun et al. (2020), mostraram alteracdes histologicas tubulares em camundongos
machos apds consumo de dieta HFD durante 16 semanas. Os autores identificaram a
disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativos como eventos patogénicos chave no
desenvolvimento de lesdo renal. Outros trabalhos demonstram alteragcdes histologicas
glomerulares ap6s consumo crénico de dieta HFD, caracterizadas como glomeruloesclerose e
expansdo da matriz mesangial (GLASTRAS et al., 2016; WANG et al., 2018). Vale ressaltar
que os efeitos de dietas especificas na fun¢do renal frequentemente revelam variagdes nas
alteracdes estruturais observadas, com alguns trabalhos demonstrando predominéancia de
lesdes tubulares enquanto outros destacam alteragdes glomerulares. Essas diferencas podem
estar relacionadas ao tipo de dieta administrada e a duragdo da exposicdo. Glastras et al.
(2016), por exemplo, observaram que o consumo de dieta HFD durante 32 semanas leva a
alteracdes estruturais glomerulares e tubulares, evidenciando dilatacdo e vacuolizagdo tubular.

Em fémeas submetidas a dieta HSB, a andlise histologica revelou a auséncia de
alteragdes estruturais significativas nos rins. Este achado ¢ consistente com os resultados
bioquimicos observados anteriormente, sugerindo uma correlagdo positiva entre as medidas
bioquimicas e os achados histologicos. A arquitetura dos glomérulos permaneceu preservada,
os tubulos renais mostraram uma estrutura normal, sem sinais de vacuolizagdo e perda de
células tubulares. Mais uma vez em nosso estudo observamos que a preservagao estrutural e
funcional pode refletir diferencas sexuais na resposta ao tratamento ou dieta, com fémeas
mostrando uma resisténcia maior a lesdes renais comparadas aos machos, apontando um papel
hormonal importante (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2021).

Em mais uma analise, foi observado o efeito protetor da dapagliflozina nas
alteracdes estruturais dos rins de machos HSB, corroborando suas propriedades
renoprotetoras. Machos HSB tratados com dapagliflozina apresentaram uma reducao
significativa na vacuolizagdo, o que ¢ um indicador visual importante de melhora na
integridade estrutural renal. Além disso, ap6s a quantificagdo foi possivel considerar uma
regeneragdo das células tubulares em animais tratados, associado a uma diminui¢do das

células intersticiais, indicando um efeito protetor de DAPA sobre a fibrose, inflamagdo e
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estresse oxidativo induzido pela dieta HSB. Shibusawa et al. (2019) j4 demonstraram em seu
estudo que dapagliflozina regula a apoptose mediada por estresse do reticulo endoplasmatico
(RE) modulando o influxo de glicose nas células tubulares renais, regulando assim as
condi¢des metabolicas que causam estresse do RE nas células. Outros estudos ja mostraram
um efeito benéfico de DAPA nas alteragdes estruturais renais induzidas por dieta HFD. Em
ratos alimentados com HFD tratados com DAPA, a estrutura geral do rim foi resgatada e as
areas glomerulares positivas coradas com PAS foram significativamente diminuidas
(JAIKUMKAO et al., 2021), associada a uma diminui¢do da albuminuria (WANG et al.,
2018).

O alto consumo de gordura na dieta contribui para a obesidade, que induz um estado
permanente de inflamacdo por meio da geracdo de tecido adiposo branco que secreta
adipocinas e citocinas pro-inflamatérias, como TNFa, IL-6 ¢ MCP-1 (LEE; SHIN; CHOUE,
2010; CATTA-PRETA et al., 2012). Varios estudos indicaram que o alto consumo de gordura
causa superproducdo de acidos graxos livres circulantes e inflamagdo sist€émica (TAN;
NORHAIZAN, 2019). A obesidade gera um impacto geral em varios orgdos e tecidos
(URANGA; KELLER, 2019). A inflamacao cronica, estresse oxidativo, hipoxia, senescéncia
e disfun¢do mitocondrial sdo fatores criticos na patogénese de varias doengas metabdlicas e
renais (STENVINKEL et al., 2021). Citocinas sdo proteinas pequenas que desempenham
papel essencial na comunicagdo celular, regulando a resposta imunoldgica e inflamatéria
(VIDAL et al., 2013). Entre as citocinas inflamatérias mais estudadas estdo, TNF-a, IL-6 ¢
IL-1B (HIRANO, 2021). Estas citocinas sdo produzidas principalmente por macréfagos e
células dendriticas em resposta a estimulos patogénicos e metabolicos (ARANGO DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014).

O tecido adiposo perirenal (TAPR), localizado ao redor dos rins, desempenha um
papel importante na protecao e suporte dos Orgaos renais. No entanto, o acuimulo excessivo
desse tecido pode ter implicagdes negativas para a saude renal, contribuindo para a disfungao
metabolica e inflamacgao local (GRIGORAS et al., 2021). Quando comparado a outros tecidos
adiposos viscerais tipicos, 0 TAPR ¢ mais ativo no metabolismo energético, sintese e secre¢ao
de wvarias adipocinas e citocinas inflamatérias. O TAPR manifesta um fendtipo
imunorregulador em resposta a vdrias citocinas inflamatérias como IL-1f, interferon (IFN) e
TNF-a (HAMMOUD et al.,, 2021). Durante nosso estudo, foi observado um aumento
significativo no TAPR, especialmente em machos HSB. O excesso de TAPR pode facilitar a

lipotoxicidade, onde os lipidios acumulados causam dano celular nos rins GRIGORAS et al.,
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2021). Entdo para determinar se a dieta HSB induziu inflamagdo renal e se DAPA poderia
atenuar essa inflamacao, IL-1p, TNFa, MCP-1 foram medidos.

Em machos, observamos um aumento significativo de RNAm de IL-1PB no tecido
renal do grupo que consumiu a dieta HSB, enquanto os niveis de TNF-a ¢ MCP-1
permaneceram inalterados. Ja ¢ descrito na literatura que citocinas e quimiocinas

pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e MCP-1, estdo envolvidas no
desenvolvimento de doengas renais (LIN; HSU, 2020). O aumento de IL-1p sem mudangas

concomitantes em TNF-a e MCP-1 sugere um perfil inflamatorio especifico, possivelmente
direcionado por mecanismos alternativos de inflamacao nos rins.

Esse perfil inflamatério pode indicar que, em resposta a dieta HSB, os rins de
machos sofrem um tipo especifico de inflamagdo, que ndo envolve todos os mediadores
inflamatoérios classicos. A auséncia de mudancas nos niveis de TNF-a ¢ MCP-1 observada no
estudo pode ser explicada pela interdependéncia desses dois mediadores inflamatérios. Como

0 TNF-a ¢ um estimulo primdrio para a expressao de MCP-1, a falta de aumento de TNF-a
pode ter impedido a elevagdo de MCP-1 nos rins (LIN; HSU, 2020). Isso sugere que, embora

o aumento de IL-1P tenha sido observado, a via inflamatoria especifica mediada por TNF-a e
MCP-1 ndo foi predominantemente ativada, resultando em um perfil inflamatorio diferente do
esperado.

Diferentemente dos nossos resultados, Wang et al. (2018) em seu trabalho mostraram
que camundongos submetidos a dieta ocidental durante 26 semanas apresentaram um perfil
inflamatorio significativo relacionado ao aumento de TNF-a, MCP-1 e IL-1B. Devemos
destacar, que na literatura cientifica, os estudos sobre a expressao de citocinas inflamatorias
em resposta a dietas ricas em gorduras e/ou acgucares, como a dieta HSB, apresentam
resultados variados. Enquanto alguns estudos relatam um aumento generalizado de varias
citocinas inflamatorias, outros mostram alteragdes mais especificas, dependendo da dieta
utilizada e da duragdo da exposicdo (WANG et al., 2018; SUCEDARAM et al., 2021; SUN et
al., 2020).

Fibrose renal e inflamagdo sdo caracteristicas marcantes das doencas renais. Varias
citocinas contribuem para a progressdo das doengas renais; portanto, muitos medicamentos
que atuam em citocinas sdo estudados para a melhora da doenga (LIN; HSU, 2020). Diante
disso, buscamos avaliar se DAPA seria capaz de atenuar a inflama¢do em camundongos que
consumiram dieta HSB. Em machos, IL-1B foi significativamente reduzido no grupo que

consumiu a dieta HSB e recebeu o tratamento com DAPA. Além disso, mesmo sem observar
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mudangas de MCP-1 no grupo HSB comparando com o grupo DC, o tratamento com DAPA
foi capaz de regular negativamente os niveis de RNAm desta citocina no grupo HSB,
mostrando um efeito benéfico na inflamacgao.

Cai et al. (2023) em seu estudo mostrou que a dapagliflozina atenuou a inflamagao
renal em camundongos diabéticos, regulando negativamente uma variedade de citocinas
inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1B, CD30L, IL-3, IL-15 e CXCLI13. Eles demonstraram
que altas concentragdes de glicose induziram moléculas inflamatorias em células tubulares
proximais renais e macréfagos, o que poderia ser aliviado pelo tratamento com dapagliflozina
independente das concentragdes de glicose, sugerindo um mecanismo pelo qual os iISGLT2
agem. Além disso, DAPA pode aumentar a utilizagdo de gordura e o escurecimento do tecido
adiposo e melhorar o estresse oxidativo local, inibindo assim o acimulo de gordura (HAN et
al., 2021). O efeito benéfico em reduzir as citocinas inflamatérias no tecido renal pode estar
relacionado a diminui¢do dos tecidos adiposos viscerais, como o TAPR. Em nosso estudo,
observamos um efeito positivo de DAPA em diminuir a adiposidade.

Em fémeas HSB, ndo observamos aumento significativo nas citocinas inflamatorias.
Este achado ¢ consistente com os resultados bioquimicos e histologicos, que também nao
mostraram alteragdes significativas, indicando uma preservagao da integridade renal mesmo
diante do ganho de peso e adiposidade A auséncia de elevagdes em citocinas inflamatdrias
como IL-1B, TNF-a, e MCP-1 reflete uma resposta inflamatdria atenuada, corroborando com
a manutencao da homeostase renal. Da mesma forma, a analise histologica dos rins nao
revelou alteragdes estruturais significativas nas fémeas, como vacuoliza¢do ou dano celular. A
integridade glomerular e tubular foi preservada, o que estd em linha com a auséncia de
marcadores inflamatorios elevados.

Uma das descobertas mais reveladoras deste estudo foi o acumulo de lipidios,
particularmente triglicerideos, nos rins, evidenciado ao final do experimento. Em machos, foi
possivel observar um aumento significativo de triglicerideos no tecido renal do grupo HSB. O
acumulo lipidico ectdpico no rim promove respostas mal-adaptativas das células renais as
forgas mecanicas da hiperfiltragao, levando a deple¢ao de poddcitos, proteinuria e fibrose
intersticial (D'AGATT et al., 2016). Este acumulo sugere um papel crucial da lipotoxicidade
no desenvolvimento de disfuncdo renal. A lipotoxicidade, caracterizada pelo acimulo
excessivo de lipidios em células ndo adiposas (DUMESIC et al., 2020), pode levar a
disfungdo celular e a inducdo de estresse oxidativo e inflamatorio, mesmo que de forma

subclinica (MANN; SUNDARESAN; SHISHODIA, 2024).
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Foi observado um efeito positivo de DAPA no acumulo de triglicerideos no rim de
machos HSB. Esse efeito pode ser atribuido a capacidade da dapagliflozina de promover
melhorias metabolicas adaptativas envolvendo fluxos de glicose, respostas hormonais e
mudanga de combustivel (HAN et al., 2021), além de sua fungdo primaria de reduzir a
reabsor¢do de glicose nos tibulos renais. Em experimentos com animais, DAPA diminuiu
significativamente o acumulo de gordura ectopica, a inflamagao e o estresse oxidativo no rim
de camundongos alimentados com uma dieta ocidental (WANG et al., 2018). Além disso, em
pacientes com DM2, terapia com iSGLT2 reduz a deposi¢cdo de gordura ectopica e melhora a
funcdo do tecido adiposo e a qualidade de vida relacionada ao peso, no entanto, 0 mecanismo
subjacente permanece incerto (SHEU et al., 2020). E mais provavel que o potencial
terapéutico do iISGLT2 esteja na ativagdo da lipdlise e na redug¢do dos depdsitos adiposos
viscerais e ectopicos, 0 que por sua vez promove efeitos metabodlicos sistémicos, contrastando
a lipotoxicidade e reduzindo a carga inflamatéria (DI VINCENZO et al., 2024).

Em machos, a correlagdo entre o aumento de lipidios renais e as lesdes observadas
sugere que a lipotoxicidade pode ser um fator-chave na progressao do dano renal induzido por
dietas ricas em gordura e agucar. Isso ressalta a importancia de considerar os efeitos da
acumulacdo lipidica como um mecanismo central na patogénese das lesdes renais em ambos
0s sexos, embora suas manifestacdes possam diferir. Esses resultados destacam a necessidade
de abordagens terapéuticas diferenciadas para prevenir e tratar a lipotoxicidade renal, levando

em consideracdo as diferencas sexuais na resposta a dieta e ao estresse metabolico.
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6. CONCLUSAO

Ao longo da pesquisa, identificamos um padrao distinto de respostas em machos,
revelando uma complexa interacdo entre dieta, ganho de peso e fun¢do renal. Em fémeas,
observamos que, apesar do ganho de peso, ndo houve alteracdes significativas. A auséncia de
alteragdes histologicas significativas, como danos glomerulares ou tubulares, e a falta de
aumento nas citocinas inflamatérias reforcam a preservacao da integridade renal nas fémeas
submetidas a dieta HSB. Por outro lado, em machos, a dieta HSB induziu uma séric de
mudancas negativas, incluindo aumento de citocinas inflamatorias e danos estruturais. Esses
achados destacam a susceptibilidade dos machos ao estresse induzido pela dieta, contrastando
com a aparente resiliéncia observada nas fémeas. E por fim, a dapagliflozina mostrou ser um
agente terapéutico eficaz na mitigagdo dos efeitos adversos de uma dieta HSB em machos,
evidenciando sua capacidade de reduzir a inflamacdo, proteger a estrutura renal e preservar a
funcdo renal. Esses resultados destacam a potencial aplicagdo da dapagliflozina ndo apenas no
controle da glicemia, mas também como uma estratégia para prevenir e tratar a disfuncao

renal associada a dietas ricas em gorduras e agucares.
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