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RESUMO
O Diabetes Mellitus (DM) € um distdrbio metabdlico associado a niveis elevados de glicose
sanguinea. O DM leva a complicacdes, incluindo a disfuncédo da bexiga diabética (DBD) ou
cistopatia diabética, uma condicdo presente em mais de 50% dos pacientes diagnosticados com
DM, especialmente em estados cronicos e ndo controlados terapeuticamente. As alteragdes
miccionais consistem em diversas manifestacGes clinicas, como hiperatividade e hipoatividade
do musculo liso detrusor. Durante estados de hiperglicemia, ocorre elevacdo dos niveis de
compostos dicarbonilicos, como o metilglioxal (MGO), e aumento na geracdo de produtos
finais de glicagdo avancada (AGEs). Esses AGEs sdo formados pela ligagdo ndo enzimética
(glicagdo) do composto dicarbonilico a proteinas, resultando na perda de funcdo das mesmas.
Os AGEs interagem com seu receptor (RAGE), desencadeando uma cascata de eventos
intracelulares, incluindo o aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
ativacdo do sistema Rho-quinase. Além disso, ocorre a glicacdo de proteinas de matriz
extracelular, como colégeno, que pode estar implicada na génese da DBD. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar os efeitos do metilglioxal nas alteracdes morfoldgicas, moleculares e
funcionais da bexiga em camundongos. Também buscamos avaliar se abordagens terapéuticas
para eliminacdo do MGO refletem na melhora da disfuncdo da bexiga causada por
MGO/AGEs. Para isso, utilizamos a metformina e o cloreto de alagebrium. Na primeira parte
do estudo, investigamos os efeitos da administracdo cronica de MGO (na concentracéo de
0,5%, por 12 semanas) em camundongos saudaveis, fémeas, da linhagem C57BL6. Na
segunda parte, analisamos os efeitos de farmacos limitantes do MGO, utilizando a metformina
(300 mg/kg, 2 semanas) em camundongos saudaveis, machos, da linhagem C57BL6. Além
disso, empregamos um modelo animal de DM 2, utilizando camundongos deficientes de
leptina ob/ob, machos e fémeas, e administrando cloreto de alagebrium (ALT-711; "inibidor"
de AGE). Realizamos testes para avaliar a funcdo miccional in vivo (ensaio do papel de filtro
em animais acordados e cistometria de enchimento em animais anestesiados), contratilidade
detrusora in vitro e avaliacdo de alteragdes do eixo MGO-AGE-RAGE por meio de estudos
moleculares (ELISA, western blotting, RT-PCR e imuno-histoquimica) no soro e bexiga dos
animais. Investigamos a participacdo do canal idnico de potencial receptor transitorio
(TRPA1) nas alteracdes vesicais produzidas pela ativagdo do eixo MGO-AGE-RAGE e
geracdo de EROs, bem como a ativagdo da Rho-quinase. O acumulo serico de MGO elevou
0s niveis dos AGEs e ativou a sinalizagdo RAGE-EROs, levando a sensibilizagdo muscular
induzida pela Rho-quinase e a hiperatividade detrusora. A ativa¢do do TRPAL no urotélio pelo

MGO causou bexiga hiperativa. O tratamento dos animais com metformina reduziu os niveis



de MGO e de AGE, bem como as alteracGes histoldgicas e funcionais da bexiga em animais
tratados com MGO, sugerindo que a melhora da disfungdo miccional pela metformina depende
de sua capacidade de eliminar MGO, evitando seu acumulo no sangue. No modelo animal
ob/ob, machos e fémeas, detectamos niveis significativamente elevados de MGO, AGEs totais,
AGEs fluorescentes (F-AGEs), hidroimidazolona (MG-H1) e colageno no soro e/ou bexigas
em comparacdo com o grupo magro. Camundongos ob/ob apresentaram disfuncdo miccional
(ensaio do papel de filtro). O tratamento com ALT-711 reduziu significativamente os niveis
de MGO, AGEs, RAGE e contetdo de coldgeno em camundongos ob/ob, mostrando que a
quebra dos AGEs e diminuicdo do MGO esta implicada na DBD do animal ob/ob. Os niveis
aumentados de MGO no soro e, consequentemente, dos AGEs, levam ao aumento da
expressdo de RAGE na bexiga, evidenciando um importante papel do eixo MGO > AGEs >
RAGE na DBD. Farmacos eliminadores de MGO e de AGEs podem ser estratégias

importantes para melhorar ou minimizar a DBD causada pela ativagéo desse eixo.

Palavras-chave: Bexiga Urinaria; Diabetes Mellitus; Complicacdes do Diabetes; Produtos

Finais de Glicacdo Avancada; Glioxalase; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT
Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder associated with high blood glucose levels. DM
leads to complications, including diabetic bladder dysfunction (DBD) or diabetic cystopathy,
a condition present in more than 50% of patients diagnosed with DM, especially in chronic
and therapeutically uncontrolled states. Voiding changes consist of several clinical
manifestations, such as hyperactivity and hypoactivity of the detrusor smooth muscle. During
states of hyperglycemia, there is an increase in the levels of dicarbonyl compounds, such as
methylglyoxal (MGO), and an increase in the generation of advanced glycation end products
(AGEs). These AGEs are formed by the non-enzymatic binding (glycation) of the dicarbonyl
compound to proteins, resulting in their loss of function. AGEs interact with their receptor
(RAGE), triggering a cascade of intracellular events, including increased generation of
reactive oxygen species (ROS) and activation of the Rho-kinase system. Furthermore,
glycation of extracellular matrix proteins, such as collagen, occurs, which may be implicated
in the genesis of DBD. The objectives of this work were to evaluate the effects of
methylglyoxal on morphological, molecular and functional changes in the bladder in mice.
We also sought to evaluate whether therapeutic approaches to eliminate MGO reflect an
improvement in bladder dysfunction caused by MGO/AGEs. For this, we use metformin and
alagebrium chloride. In the first part of the study, we investigated the effects of chronic
administration of MGO (at a concentration of 0.5%, for 12 weeks) in healthy female mice of
the C57BL6 lineage. In the second part, we analyzed the effects of MGO-limiting drugs, using
metformin (300 mg/kg, 2 weeks) in healthy male mice of the C57BL6 lineage. Furthermore,
we employed an animal model of DM 2, using leptin-deficient ob/ob mice, male and female,
and administering alagebrium chloride (ALT-711; AGE "inhibitor"). We performed tests to
evaluate voiding function in vivo (filter paper assay in awake animals and filling cystometry
in anesthetized animals), detrusor contractility in vitro and evaluation of changes in the MGO-
AGE-RAGE axis through molecular studies (ELISA, western blotting, RT-PCR and
immunohistochemistry) in the serum and bladder of the animals. We investigated the
participation of the transient receptor potential ion channel (TRPAL) in the bladder changes
produced by the activation of the MGO-AGE-RAGE axis and generation of ROS, as well as
the activation of Rho-kinase. Serum MGO accumulation elevated AGE levels and activated
RAGE-ROS signaling, leading to Rho-kinase-induced muscle sensitization and detrusor
hyperactivity. Activation of TRPAL in the urothelium by MGO caused overactive bladder.
Treatment of animals with metformin reduced MGO and AGE levels, as well as histological

and functional changes in the bladder in animals treated with MGO, suggesting that the



improvement of voiding dysfunction by metformin depends on its ability to eliminate MGO,
preventing its accumulation. in the blood. In the ob/ob animal model, males and females, we
detected significantly elevated levels of MGO, total AGEs, fluorescent AGEs (F-AGEs),
hydroimidazolone (MG-H1) and collagen in serum and/or bladders compared to the lean
group. ob/ob mice showed voiding dysfunction (filter paper assay). ALT-711 treatment
significantly reduced the levels of MGO, AGEs, RAGE and collagen content in ob/ob mice,
showing that the breakdown of AGEs and decrease in MGO is implicated in the DBD of the
ob/ob animal. Increased levels of MGO in the serum and, consequently, of AGEs, lead to
increased expression of RAGE in the bladder, highlighting an important role of the MGO >
AGEs > RAGE axis in DBD. Drugs that eliminate MGO and AGEs can be important strategies

to improve or minimize DBD caused by the activation of this axis.

Key-words: Urinary Bladder; Diabetes Mellitus; Diabetes Complications; Glycation End

Products, Advanced; Glyoxalase; Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Problema de pesquisa: Disfungdo da bexiga causada pelo Diabetes
Mellitus: A heterogeneidade dos fenotipos clinico e a importancia de estudos pre-clinicos
na compreensao da doenca

Alteracdes no ciclo miccional envolvendo o enchimento e o esvaziamento da
bexiga podem ocorrer por problemas no detrusor, urotélio, uretra, irrigagdo sanguinea e
inervacio autondmica e somatical?. Clinicamente, alteracdes do ciclo miccional
desencadeiam os chamados sintomas do trato urinrio inferior, também referidos como LUTS
(da sigla Lower Urinary Tract Symptoms), como aumento da frequéncia e urgéncia urinéria,
0s quais podem piorar significativamente a qualidade de vida do individuo e gerar custos
elevados em satide®. Dentre as doencas associadas as alterages no ciclo miccional, destaca-
se o Diabetes Mellitus (DM), referidas como “disfuncdo da bexiga diabética” (DBD) ou
cistopatia diabética®. De modo geral, a DM do tipo 1 (DM1) manifesta-se pela destruigio de
células B-pancredticas por autoantigenos especificos por linfocitos T, e contribui em cerca de
5% a 10% do total de casos diagnosticados®. Por outro lado, a DM tipo 2 (DM2), relacionada,
principalmente, a obesidade e estilo de vida sedentéario, € a forma mais comum da doenca,
caracterizando-se como um agravamento progressivo da resisténcia a insulina, bem como
aumentos compensatorios da secrecdo de insulina, levando a exaustdo e faléncia das ilhotas
pancreaticas®.

A DBD foi inicialmente descrita em 1935’, e posteriormente caracterizada em
19808 como uma doenca de dificil precisdo em relagdo & sua incidéncia e prevaléncia.
Atualmente, sabe-se que a prevaléncia da DBD é superior a 50% em pacientes diagnosticados
com DM1 ou DM2, especialmente em estados crénicos ou em pacientes sem controle
adequado da doenca®®. A DBD é descrita como uma triade que envolve diminuicdo da
sensibilidade da bexiga e aumentos da sua complacéncia e capacidade, que pode evoluir para
prejuizo da contratilidade detrusora e retengéo urinaria®2°.

Atualmente, com a observacao clinica mais precisa e com a utilizacdo de estudos
urodindmicos, a DBD passou a ser definida como uma ampla gama de sintomas do trato
urinario®®!, que pode variar de hiperatividade!>!? a hipocontratilidade detrusora'*, podendo
manifestar-se de diversas formas, como arreflexia, retencdo urinaria, incontinéncia por
transhordamento, incontinéncia de urgéncia®*® e aumento da capacidade da bexiga®. No geral,
essa grande variedade de sintomas da DBD implica em um fen6tipo bastante heterogéneo?.
Entretanto, um importante aspecto a ser considerado na investigagdo da DBD ¢ a diferenca na

prevaléncia dos sintomas urinarios dependendo do tipo de diabetes, que pode ser da ordem de
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43 a 87% na DM1%® e 25% na DM2416, com um aumento de 20% de incontinéncia urinaria
em mulheres com DM2Y. Ressalta-se, entretanto, que estes estudos de prevaléncia tém
limitacGes, pois sdo retrospectivos e ndo se concentram nos mecanismos subjacentes a doenca,
nem séo realizados acompanhamentos a longo prazo dos pacientes®.

Como forma geral, foram propostos dois estados diferentes de DBD com base nos
sintomas do paciente e em nivel experimental’®. A fase inicial do DBD se manifesta por
problemas de armazenamento (urgéncia e urgeincontinéncia) e hipercontratilidade do
detrusor, enquanto a fase tardia do DBD (apés hiperglicemia prolongada e resisténcia a
insulina) se manifesta pela incapacidade da bexiga de esvaziar, causando alta incontinéncia
pos-miccional residual e de transhordamento, e atividade detrusora descompensada®®.

De acordo com as diretrizes para Distdrbios do Trato Urinario Inferior (LUTS), os
tratamentos farmacoldgicos recomendados para distdrbios urinarios incluem antagonistas dos
receptores al-adrenérgicos, inibidores da enzima Sa-redutase e inibidores da fosfodiesterase
tipo 5 (PDE5), especialmente nos casos de hiperplasia prostatica benigna (HPB)!*®. Os
antagonistas dos receptores muscarinicos e agonistas de adrenoceptores B3 podem ser
utilizados, particularmente, se o paciente apresentar bexiga hiperativa®®. Mas, de modo geral,
essas intervencOes farmacoldgicas parecem ser menos eficazes no LUTS relacionado ao DM,
ressaltando-se que em alguns casos podem até piorar o quadro existente de DBD?*2!, Dessa
forma, a utilizagdo de medicamentos direcionados especificamente ao tratamento de DBD
necessita de melhor avaliacdo, havendo nessa desordem vaérias janelas de pesquisa ainda a

serem exploradas.

1.2 A importéancia de estudos preé-clinicos na compreensdo da DBD

E crucial destacar que os modelos animais de DM1 e DM2 tém sido fundamentais
para se compreender os mecanismos subjacentes a DBD?!. Os modelos espontaneos de
desenvolvimento do DM em roedores podem ser categorizados em DM1 e DM2, sendo
amplamente estudados em vérias areas da pesquisa biomédica. Por exemplo, no DM1, o
camundongo NOD (non-obese diabetic mice) desenvolve insulite na idade de 3 a 4 semanas e
DM / hiperglicemia entre 12 e 30 semanas, sendo 0s mecanismos que levam a DM muito
semelhantes aqueles da DM1 humana, os quais envolvem alteragdes da resposta autoimune
mediada por células T e B, macrofagos e células natural Killer (NK)?>2%, O camundongo
Ins2AKITA tem hiperglicemia devido & deficiéncia de producdo de insulina causada por
mutacdo no gene da insulina-2, ao passo que o rato BioBreeding (BB) desenvolve

hiperglicemia devido a ativagdo autoimune contra as células B-pancreaticas?’. Entretanto, a
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maioria dos estudos relacionados a DBD em modelos animais foi conduzida no modelo de
DML por meio da administracdo de estreptozocina, que induz a destruicdo das células beta
produtoras de insulina no pancreas?®?*. No que diz respeito aos modelos de DM2, ha o rato
obeso Zucker (ZFR) e o rato obeso diabético Zucker (ZDF). O ZDF tem uma mutagédo
autossdmica recessiva no cromossomo 5, que resulta em modificacdo genética do receptor de
leptina no hipotalamo, levando & hiperglicemia e obesidade®?. O camundongo ob/ob (Leprob)
também apresenta hiperglicemia devido a uma mutacdo autossdmica recessiva no
cromossomo 6, que leva a modificacdo genética no gene da leptina, resultando na auséncia de
producao deste hormdnio??2%, O camundongo ob/ob manifesta hiperfagia, diminuicdo do gasto
energético e obesidade, sendo a DM caracterizada por hiperglicemia e intolerancia a insulina
variando de discreta a moderada??. Por fim, o camundongo db/db (Leprdb) desenvolve
hiperglicemia devido a uma mutacdo genética no receptor de leptina, levando também a
obesidade. Este camundongo db/db apresenta semelhancas com o animal ob/ob, porém tem
hiperglicemia mais grave, sendo mais utilizado como modelo de diabetes descompensado 2%,

As alteracdes miccionais in vivo observadas nestes modelos animais de DM tém
sido caracterizadas principalmente por meio de técnicas de avaliacdo urodinamica no animal
anestesiado (cistometria) bem como por estudo do comportamento miccional em animais
acordados (técnica do papel de filtro)?62°. O camundongo NOD, por exemplo, apresenta
nimero de micgOes e volume total de urina maiores em relacdo aos controles; apresenta
também distribui¢do anormal das manchas de mic¢édo no centro do papel de filtro, parecendo
indicar hiperatividade urinaria e urgéncia/perda de mic¢do?®?°, ao passo que na analise
urodindmica sdo observados aumento da capacidade da bexiga e reducdo na presséo
intravesical®®?°. No modelos de estreptozotocina, identificaram-se efeitos temporais que
incluem hipertrofia e remodelacdo da bexiga devido & polidipsia e subsequente politiria??23;
essas alteracdes, a longo prazo, resultam em aumento da contratilidade detrusora, seguido por
uma reducdo da contratilidade e, consequentemente, diminuigdo na capacidade da bexiga e
aumento do volume residual®®?,

Nos modelos de DM2, tanto para ob/ob como db/db, notam-se aumentos no
volume total de urina, da capacidade da bexiga e do volume de micg&o?® 20, enfatizando-se
que esses modelos sdo importantes para o estudo da DBD, pois tém caracteristicas fenotipicas
heterogénicas da DBD3!. Os estudos de contratilidade detrusora in vitro, que em principio
ajudam a caracterizar o fenotipo de disfungdo miccional, sdo escassos nesses modelos

espontaneos de DM.
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Os modelos de inducdo de obesidade e resisténcia a insulina por meio de dieta
hiperlipidica também sdo empregados para elucidar as alteragdes no trato urinario inferior3®-
32 Nesses modelos, as alterages urodinamicas se caracterizam por aumentos na frequéncia da
micc¢do e no numero de contragdes involuntarias®, bem como aumento na contratilidade da
bexiga em resposta a agonistas muscarinicos®. No entanto, estas observagGes podem variar
em relacdo ao tempo de consumo da dieta pelo animal e a composicdo da dieta, 0s quais
constituem pontos relevantes a serem considerados quando se analisa as variacdes miccionais
nesse modelo?” 34, Portanto, os modelos pré-clinicos de DBD s3o importantes para o
entendimento dessa disfuncdo, pois permitem avaliar as diversas manifestaces fenotipicas e
compreender a histéria natural da doenca, além de analisar o efeito temporal da DM. Também
sdo Uteis para compreender as alteracdes multifatoriais do DBD no nivel do masculo liso

detrusor, urotélio e inervacgdo neuronal®!.

1.3 Compreenséo da fisiologia da miccdo: Trato urinario inferior, anatomia,
histologia e o ciclo miccional

O ato de urinar é um processo aparentemente muito simples, muitas vezes
subestimado em sua importancia no contexto fisioldgico. Isso pode explicar por que o
diagnostico dos sintomas relacionados ao trato urinario inferior pode ser complexo e
desafiador para os pacientes, que muitas vezes ndo reconhecem que algo esta errado e,
consequentemente, ndo buscam ajuda médica®>.

Armazenar e eliminar a urina inimeras vezes ao longo do dia é uma funcdo
coordenada pelo trato urinario inferior, no qual a bexiga urinaria atua como um reservatoério,
acomodando a urina sob baixas pressdes de enchimento, enquanto o colo da bexiga, uretra e
esfincter uretral atuam como a saida do reservatorio, permitindo a continéncia urinaria®-3* O
sistema nervoso central (SNC) controla a coordenacao entre a bexiga e uretra, que é mediada
pela participacio do cérebro, medula espinhal e ganglios periféricos®.

A bexiga é um érgdo oco composto por uma parede especializada denominada
urotélio, que esta em contato com a luz, e por uma camada de musculatura lisa chamada
detrusor, que ¢ revestida externamente por uma serosa®>=¢. A principal funcio da bexiga é
armazenar passivamente a urina produzida pelos rins e elimina-la intermitentemente de forma
consciente e controlada®®’. Portanto, o funcionamento da bexiga envolve dois modos de

atividade, armazenamento e eliminacdo da urina®. Embora a micgdo ocorra de maneira
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voluntéaria e seja aprendida comportamentalmente, seu processo requer a integracdo de
mecanismos do sistema nervoso autdnomo e somatico®%’.

No que diz respeito a sua anatomia, a bexiga pode ser subdividida em duas regides
distintas. Acima dos orificios ureterais, por onde a urina flui dos rins através dos ureteres,
encontra-se o corpo da bexiga®*. Nessa regido, o misculo predominante é conhecido como
detrusor®*3, Abaixo desses orificios ureterais, encontramos a regido chamada de base da
bexiga, cujo principal componente muscular é o trigono. Nessa area também € encontrada a
juncéo uretrovesical, onde esta localizado o esfincter uretral interno®334,

Na Figura 1, apresentamos a anatomia do trato urinario inferior, com énfase no
dimorfismo sexual. No trato urinario inferior feminino, observa-se a presenga de uma uretra
menor, e no trato urinario inferior masculino uma uretra maior e presenca da prdstata adjunta
a bexiga e uretra. A extensdo da uretra vai do orificio interno ao externo, havendo também
uma camada mais externa de musculo estriado esquelético, que recebe o nome de

rabdoesfincter®334, que permite o controle voluntario da micg&o.
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Figura 1. Anatomia do trato urinario. A figura mostra diferengas anatbmica entre o trato
urinario inferior feminino e masculino (A), no trato urinario inferior feminino, observa-se a
presenca de uma uretra menor, e no trato urinario inferior masculino uma uretra maior e
presenca da prostata adjunta a bexiga e uretra. Em (B) sdo evidenciadas a composi¢do da
bexiga urindria, uretra e esfincteres. A figura foi criada pela autora conforme descrito em 3334
e partes da figura foram ilustradas a partir de imagens disponivel e licenciadas em Servier
Medical Art. 38

O urotélio € classificado como epitélio estratificado, ou seja, possui multiplas
camadas®>*°, Em contato com a urina, no limen, ha a camada superficial, que recebe o nome
de células guarda-chuva, uma camada intermediaria, que varia em quantidade de acordo com
a espécie animal, e uma Ginica camada de células basais®®. A morfo-fisiologia do urotélio difere
grandemente de outros tipos de epitélios do corpo, pois apresenta uma transicdo morfologica
que varia de acordo com o fluido urinario recebido pelos ureteres, de maneira que a camada
mais superficial e todo o urotélio em si encontram-se distendidos quando a bexiga esta cheia,
e enrugado quando a bexiga esta vazia®®4°. Suas funcdes incluem a formagcéo de uma barreira
impermeavel a ions, solutos e patdgenos e a amplificacdo de sinais sensoriais, bem como a
interagdo com fibras nervosas, musculo liso, vasos sanguineos e células intersticiais*®4!. O
urotélio responde a diversos estimulos quimicos, mecanicos e térmicos*?

Na Figura 2, apresentamos as alteragdes histologicas do urotélio em estados de

bexiga cheia de urina, e vazia, evidenciando as alteracdes das pregas do urotélio.
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Figura 2. Alteracbes no urotélio durante o enchimento e esvaziamento vesical. O urotélio
possui trés camadas de células: uma camada basal, uma intermediéaria e uma superficial.
Durante o enchimento da bexiga, ocorre o estiramento do urotélio (A). A histologia da bexiga,
com alteracbes no urotélio na fase de esvaziamento (bexiga vazia) e enchimento da bexiga
(bexiga cheia), é evidenciada no painel (B). As imagens histoldgicas sdo de autoria da autora.
Partes da figura foram desenhadas a partir de imagens da Servier Medical Art3®,

Em relacdo a morfologia do detrusor, foram descritas trés camadas de musculo
liso, com as células das camadas externa e interna orientadas longitudinalmente, enquanto as
camadas intermediarias tém orientacdo circular’?. Os feixes de células musculares sdo
envolvidos por tecido conjuntivo rico em colageno®?, que desempenha um papel crucial nas
propriedades elasticas da bexiga*®. Portanto, alteragdes no colageno podem afetar sua fungéo
fundamental de acomodacdo de volume e complacéncia (capacidade de expandir sem
alteracBes significativas na pressdo)*344. Os principais tipos de colageno presentes na bexiga
séo os tipos | e Ill, representando aproximadamente 75% e 25%, respectivamente. Assim,
estabelece-se uma relagio de colageno tipo 111 para tipo | de 1:3%344,

As fases de armazenamento e eliminagdo da urina pela bexiga sdo conhecidas
como ciclo miccional. Esse ciclo ocorre varias vezes ao dia e envolve a sincronia das a¢des da
musculatura lisa do detrusor e da uretra, sendo o sistema nervoso autdbnomo simpatico e
parassimpatico fundamental para manter essa sincronia* (Figura 3).

Assim, durante a fase de armazenamento da urina, ha ativacdo do nervoso
autdbnomo simpatico, que se origina da porcéo superior lombar da medula espinhal e do ganglio

mesentérico inferior®. A liberacdo de noradrenalina e ativagdo de receptores B2/3-
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adrenérgicos no detrusor leva ao relaxamento deste tecido, cuja sinalizacdo intracelular se da,
principalmente, por ativacdo de adenilato ciclase e formagéo subsequente de AMP ciclico; ao
mesmo tempo, durante a fase de armazenamento, a musculatura lisa da uretra encontra-se
contraida em resposta a ativagdo dos receptores al-adrenérgicos, sendo a noradrenalina o
principal mediador dessas respostas®*#4, cuja acdo neste tecido é mediada por ativagdo de
Gg/fosfolipase C e subsequente formacéo de dialcilglicerol (DAG) e inositoltrisfosfato (IP3)
35,44.

Na fase de elimina¢édo da urina, predomina o ténus parassimpatico, exercido por
fibras parassimpaéticas, que se originam da porg¢do sacral da medula espinhal que inervam a
bexiga e uretra via nervo pélvico*®. Nesta fase ha liberacio de acetilcolina (ACh) no detrusor,
que leva a contracdo deste tecido por meio da ativacdo de receptores muscarinicos,
principalmente do tipo M3*, que culmina com influxo extracelular de célcio via canal L334’;
nessa fase de eliminacéo, também héa participacdo do neurotransmissor ATP, liberado pelas
fibras colinérgicas, exercendo, portanto, papel de cotransmissor excitatorio, que evoca
contracdo da bexiga por ativacao de receptores purinérgicos do tipo P2X 350, Por fim, o nervo
pudendo é responsavel pela conducdo do sinal de fibras somaticas para o esfincter uretral
externo, desempenhando papel crucial na contencéo urinéria, sendo esse mecanismo mediado
pela ativacdo de receptores nicotinicos, 0s quais, uma vez ativados, leva a despolarizacéo das
células musculares, levando a sua contrago®4,

A inervacdo aferente na bexiga desempenha um papel fundamental nas sensacfes
locais, sendo mediada por fibras nervosas que se originam nos ganglios da raiz dorsal®!%2,
Essas fibras atravessam o ganglio pélvico e se interconectam com as fibras pds-ganglionares
eferentes motoras ap0s passarem pelos ramos urinarios do nervo pélvico, inserindo-se em
todas as camadas da parede da bexiga®®. No urotélio, encontramos uma abundancia de nervos
aferentes*?, sendo que no musculo detrusor ha a presenca de fibras A/5 e do tipo C>. As fibras
aferentes na bexiga desempenham principalmente dois papéis essenciais, 0 de detectar a
distensdo da bexiga, desempenhando um papel crucial na deteccdo da sensacdo de bexiga
cheia, 0 que desencadeia o reflexo da micgi0®; e na detecgdo de estimulos de dor, e variagdes
térmicas e quimicas no ambiente da bexiga®.

No que diz respeito a regulacdo da parte sensorial, que envolve o limiar de micgéo,
percepcdo de enchimento e dor da bexiga, os receptores de potencial transitorio (TRP),
referidos como canais ionicos, desempenham um papel importante*>. A superfamilia TRP
engloba uma ampla variedade de canais catidnicos com diversas fungdes celulares, tanto

fisiolégicas quanto patoldgicas. Dentro dessa familia, incluem-se TRP anquirina 1 (TRPAL),
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TRP vanildide 1 (TRPV1), TRPV3, TRPV4 e TRP melastatina 8 (TRPM8)*. Quando
ativados, esses canais induzem alteragdes na excitabilidade da membrana e na regulacéo do
calcio extracelular. Os canais TRPs estdo presentes na bexiga, atuando como sensores de
estiramento e/ou irritacdo quimica, sendo encontrados tanto em neurdnios aferentes primarios

quanto no urotélio®.
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Figura 3. Esquematizacdo da fase de enchimento e esvaziamento da bexiga. O ciclo miccional
envolve a sincronia da musculatura lisa detrusora e da uretra. Em (A), sdo evidenciados a fase
de enchimento, com a participacdo do sistema nervoso autdbnomo simpatico e do sistema
nervoso somatico. Nesta fase, o detrusor relaxa, enquanto o colo vesical, a uretra e 0 assoalho
pélvico contraem. J& na fase de esvaziamento, com a participagdo do sistema nervoso
autdbnomo parassimpatico, o detrusor contrai para eliminar a urina, e o colo vesical, a uretra e
0 assoalho pélvico relaxam, permitindo a passagem da urina. Em (B), sdo apresentados o
controle neuronal do trato urinario inferior. Partes da figura foram desenhadas a partir de

imagens da Servier Medical Art38.
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Em relacéo a sinalizacdo intracelular durante a fase de eliminagdo da urina, a
contracdo do detrusor é predominantemente mediada pela ativacéo das fibras parassimpaticas,
que levam & liberacdo de ACh e a ativacio dos receptores muscarinicos'?, conforme descrito
anteriormente. A manutencédo da contracdo do masculo liso ocorre através da participacdo da
via Rho-A e da Rho-quinase, superfamilia de proteinas, envolvida em diversos processos
regulatorios relacionados & contragdo celular®®®’. Trés isoformas da proteina Rho s&o
conhecidas, a saber: Rho-A, Rho-B e Rho-C, sendo a Rho-A a mais abundante®. As proteinas
Rho atuam como intermediarias efetoras na sinalizacdo apds a ativacdo de agonistas de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR), desempenhando um papel critico na regulacédo da
dindmica do citoesqueleto de actina e na geracdo de contratilidade actina-miosina em
musculos lisos, sejam eles vasculares ou ndo vasculares®.

A Rho-A tem como alvo as enzimas Rho-quinases, também conhecidas como
ROCKSs®®. As Rho-quinases sdo serina/treonina quinases com peso molecular de 160 kDa e
compreendem duas isoformas, ROCK1 e ROCK2°%°, A ativaco da Rho-A é necessaria para
ativar as ROCKSs, sendo que a atividade da Rho-A é controlada pelos fatores de troca de
nucleotideos de guanina (GEFs), que catalisam a troca do Rho-GDP inativo pelo estado ativo
de Rho-GTP*% A Rho-A ativada se liga as ROCKs, resultando em alteragBes
conformacionais dessas enzimas e na subsequente ativacdo®®8,

A contracdo da musculatura lisa envolve um equilibrio entre a quinase da cadeia
leve da miosina (MLCK) e a fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP)®. A ligacdo do
agonista aos receptores acoplados a proteinas G (do tipo Gg/G11) leva a ativacdo da Gq e da
fosfolipase C (PLC), desencadeando a formagcéo de IP3 e DAG®*%. Isso resulta na abertura de
canais de Ca2+ e no aumento do influxo celular de Ca2+. O Ca2+ forma um complexo com a
calmodulina, ativando a MLCK e levando a fosforilacdo da cadeia MLC e, consequentemente,
a contracdo tecidual.

A enzima MLCP possui trés subunidades: uma subunidade catalitica PP1¢d, uma
reguladora MYPT1 e uma subunidade de 20 kDa®. A fosforilagdo da MLC pela MLCK,
dependente de Ca2+, é modulada por MYPT1%%61, A ativacdo da Rho-quinase regula o nivel
de fosforilagédo da MLC, ou seja, ela fosforila diretamente essa enzima e inativa a MLCP
através da fosforilagdo de MYPT1 em Thr697 e Thr855, aumentando assim a fosforilacdo da

MLC e, consequentemente, a contratilidade da musculatura lisa®®®?,
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1.4 Hiperglicemia, metilglioxal (MGO) e seus produtos finais de glicacao
avancgada (AGEs): O eixo MGO-AGE-RAGE

O metilglioxal (MGO) é um composto organico pertencente a familia dos aldeidos.
Sua estrutura quimica consiste em um grupo carbonila (C=0) ligado a dois &tomos de carbono,
sendo conhecido como composto dicarbonilico altamente reativo com macromoléculas®?%, A
formacdo de MGO ocorre principalmente em condi¢Ges metabolicas que envolvem aumento
no metabolismo da glicose, como a hiperglicemia associada a0 DM e obesidade®?®’. Qutras
fontes de MGO incluem a oxidacdo da acetona, peroxidacao lipidica, degradacao de proteinas
glicadas pela glicose e degradagio de monossacarideos®?.

Uma das principais caracteristicas do MGO é sua capacidade reativa, ou seja, esta
molécula pode reagir com proteinas e lipideos, através de um processo chamado glicacao,
definido como uma reacdo ndo enzimatica de ligacao de compostos dicarbonilicos (e agucares
redutores) com residuos de aminoacidos como arginina, cisteina e lisina em proteinas®,
levando a formacdo de produtos conhecidos como produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs). Dessa forma, os AGEs sdo formados tanto em proteinas circulantes como com
aquelas da matriz extracelular ou intracelular, podendo também interagir em acidos nucleicos,
levando a perda de funcéo e diminuicdo da meia-vida das proteinas®?,

A glicacdo pelo MGO em residuos de arginina produz diidroxiimidazolidina e
hidroimidazolona (MG-H1), sendo 0 MG-H1 supostamente 0 AGE mais importante produzido
em sistemas fisiologicos®>®’. A glicaco de residuos de arginina leva a aumento de seu peso
molecular, perda das cargas positivas do grupo guanidina da cadeia lateral e consequentemente
perda de suas interacdes eletrostaticas, prejudicando o dobramento e estabilidade da proteina
6970 A ligacdo do MGO com residuos de outros aminoacidos como lisina forma a Ne(1-
carboxietil)-lisina (CEL), havendo também a formaco da argpirimidina®’. Além do MGO,
outros compostos dicarbonilicos como glioxal e 3-deoxiglicosona sdo capazes de gerar 0s
AGEs em estados de hiperglicemia™.

Provavelmente em funcéo da elevada reatividade dos compostos dicarbonilicos,
as células desenvolveram um sistema capaz de desintoxicar esses compostos, que se encontra
no citosol das mesmas. As enzimas glioxalases (Glo), especializada na degradagéo do MGO
em D-lactato, qual € posteriormente excretado na urina, consistem na Glol, dependente de
glutationa (lactoilglutationa metilglioxal liase), e Glo2 (hidroxiacilglutationa hidrolase).®:%,
Quando ha niveis elevados de compostos dicarbonilicos, a atividade desse sistema diminui,

resultando em um fendmeno conhecido como “estresse dicarbonilico”, que leva ao aumento
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dos niveis de compostos como 0 MGO e a reducdo da capacidade de desintoxicacdo do
mesmo’® (Figura 4).

No geral, AGEs desencadeiam, intracelularmente, disfuncdo de proteinas
mitocondriais, apoptose, aumento da geracio de espécies reativas de oxigénio (EROs)’?,
diminuicdo da atividade antioxidante das células e aumento da expressdo de proteinas
inflamatorias’®. Além disso, a glicagdo continua pelo MGO em proteinas da matriz
extracelular, como o colageno (proteina de meia vida longa), pode levar ao aumento de sua
expressdo, que leva a alteracbes na conformacdo de vasos, aumento da rigidez e
remodelamento tecidual >, os quais podem estar implicados na fisiopatologia cardiovascular
do DM"74, A glicagdo do colageno parece ser particularmente relevante na DBD em virtude
de a parede da bexiga consistir ndo apenas de células musculares e intersticiais, mas também
de tecido conectivo estromal’®, o qual é composto principalmente por colageno e elastina,
junto a fibroblastos**#4. AlteragBes na relagdo tipo IlI: tipo I de colageno, assim como na
organizacdo e na densidade de suas fibras podem estar implicadas nas disfuncbes da
bexiga*3#+78.77 Portanto, identificar as alteracdes no colageno na bexiga no contexto do DM
permite compreender como a reticulacdo desta proteina pelos AGEs afeta a funcdo deste
6rgao’®80,

Em resumo, os AGEs tém sido estudados principalmente como causa das
complicacdes do diabetes e podem responder por que muitas das alteragdes desta doenca nao
melhoram com o tratamento farmacoldgico, visto que a glicacdo (processo ndo enzimatico
responsavel pela formacdo dos AGESs) é dificilmente desfeita (quebrada) no organismo. O
processo de glicacdo pode levar a perda irreversivel da fungdo proteica, e subsequentemente a
estresse oxidativo e inflamagéo’®.

Além disso, os AGEs também podem ser absorvidos a partir dos alimentos, sendo
denominados dAGEs (dietéticos ou exdgenos). Alimentos altamente processados apresentam
niveis elevados de dAGEs®#, Em individuos saudaveis, os niveis totais dos AGEs séricos
sdo inferiores a 3%51%2; porém, aumentam em até trés vezes em condicBes patoldgicas como
o diabetes®®, bem como durante o envelhecimento, quando proteinas e peptideos de longa vida
s&0 mais suscetiveis a glicagdo®°,

A interacdo dos AGEs com seu receptor (RAGE; receptor for advanced glycation
end products) vem sendo fortemente implicada nas complicacdes do DM, O RAGE
pertence a superfamilia das imunoglobulinas, tem peso molecular de 44-55 kDa, e é
constituido por uma regido extracelular, compreendendo um dominio V e dois dominios C,

nos quais diversos outros ligantes podem interagir com os mesmos. RAGE apresenta uma
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Unica hélice, que atravessa a membrana celular, e uma cauda citoplasmaética, esta considerada
essencial para a ativacéo intracelular pela ligacido com os AGEs®¢8,

RAGE é expresso em niveis minimos nos tecidos e na vasculatura®®%, com
excecio dos pulmdes, que tém elevada expressdo deste receptor ja na condicéo fisioldgica®.
No entanto, quando ha excesso dos AGEs, nota-se aumento da expressdo de RAGE em certas
celulas como macréfagos, monacitos, células musculares lisas, células endoteliais e
astrocitos®® 9, Entre as vias de sinalizacéo intracelular desencadeadas pela ativagio do RAGE,
destaca-se a producdo elevada de EROs®’. Muitos estudos experimentais e clinicos vém
demostrando uma associacéo entre os niveis elevados do MGO e as complicagbes do DM,

incluindo nefropatia diabética®, retinopatia °*, e neuropatia periférica .
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Figura 4. Esquematizagdo da formacdo e detoxificagdo do MGO e seus mecanismos
intracelulares. Em (A), o MGO pode ser formado por diversos processos, tais como
peroxidacdo lipidica, catabolismo de aminoacidos e degradacdo de proteinas glicadas, sendo
a glicolise sua principal fonte de formagdo. A detoxificacdo da molécula de MGO ¢ realizada
pelo sistema glioxalase, composto por duas enzimas: a Glol, dependente de glutationa
(lactoilglutationa metilglioxal liase), e Glo2 (hidroxiacilglutationa hidrolase), as quais
convertem 0 MGO em D-Lactato. Adaptado de Bellier et al (2019)%2. Em (B), sdo evidenciadas
as alteracGes causadas pelo MGO e seus AGEs, como a glicagéo de proteinas no sangue, como
a albumina e a hemoglobina, a modificacdo do colageno e de outras proteinas estruturais,
resultando em espessamento e fibrose da matriz extracelular (MEC). Além disso, destaca-se a
interacdo com o receptor dos AGEs, RAGE, a formacéo de EROs e as alteracdes na funcédo de
proteinas intracelulares. Partes da figura foram desenhadas a partir de imagens da Servier
Medical Art®,
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1.5 Abordagens terapéuticas para limitar o MGO

As abordagens terapéuticas atualmente propostas para minimizar os efeitos do
MGO baseiam-se no emprego de compostos sequestrantes, capazes de se ligar diretamente ao
MGO, como aminoguanidina, piridoxamina e metformina ou ainda inibidores dos AGEs como
o alagebrium (ALT-711)%. Outra abordagem nao-farmacoldgica é a redugdo dos niveis de
MGO no organismo, como reducéo caldrica alimentar e implementacéo de exercicios fisicos.
Por ultimo, a utilizacdo de compostos indutores da enzima glioxalase, responsavel pela
degradacédo do MGO, como hesperidina (HESP), trans-resveratrol (tRESP) e a combinagao
dos dois, tRES-HESP297%: Essas estratégias terapéuticas oferecem um potencial promissor
para mitigar os efeitos do MGO, podendo ser no futuro importantes para desenvolvimento de
novas terapias®>. Na presente tese, abordamos a acdo de dois farmacos nas alteracBes
funcionais e moleculares da disfuncdo miccional, metforminae ALT-711.

A metformina é um medicamento oral de primeira linha amplamente usado e bem
tolerado para o tratamento do DM2, utilizado com sucesso uma vez que aumenta a
sensibilidade dos tecidos & insulina e reduz os niveis de hemoglobina glicada®: %, Possui
multiplos locais de acdo, sendo a ativacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK),
estimulada pelo aumento nos niveis intracelulares de AMP, a mais amplamente estudada®® 1%,

Além dos efeitos na regulacgéo dos niveis glicémicos, a metformina reduz os niveis
de MGO no plasma e na urina de pacientes diabéticos e obesos!®1%?, Tais efeitos s&o
observados devido ao seu grupo guanidina, que se liga a molécula de MGO, agindo como um
eliminador dessa espécie dicarbonilica e, por conseguinte, reduzindo a formagdo de AGEs®,

Outro farmaco aqui abordado, o cloreto de alagebrium (cloreto de 4,5-dimetil-3-
fenaciltiazolio; ALT-711) é um composto de tiazdlio, descrito como capaz de quebrar as
ligacBes ndo enzimaticas entre os AGEs e as proteinas, mantendo sua fun¢do normali®41%,
apesar de estudos mostrarem ALT-711 também ser capaz de eliminar diretamente 0 MGO
106,107_

Estudos pré-clinicos demonstraram que o ALT-711 tem efeitos benéficos como a
diminuic&o da resisténcia vascular e progressao da aterosclerose®”-1!, revertendo a disfuncio
erétil em ratos alimentados com dieta rica em AGEs!?. O ALT-711 desfaz as ligagGes
cruzadas produzidas pelos AGEs nas proteinas'!®, mas em principio néo afeta a reticulagio
natural das proteinas, nem interfere nas ligacGes cruzadas intramoleculares ou nas ligacoes
peptidicas responsaveis pela manutencio da integridade normal da cadeia de colageno®.

Dessa forma, ALT-711 preserva a funcdo das proteinas e reduz sua reticulagdo anormal.
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Estudos pré-clinicos e clinicos mostraram que o tratamento com ALT-711 exerce efeito

protetor na doenca renal em modelo de DM2!'* e na doenca cardiovascular*>11°,

1.6 Justificativa e relevancia

Segundo a Federacdo Internacional do Diabetes (Internacional Diabetes
Federation; IDF), atualmente, 537 milhdes de pessoas no mundo tém DM, e segundo as
projecdes esse nimero aumentara para 784 milhdes em 20457, A prevaléncia da DBD é
superior a 50% em pacientes diagnosticados com DM1ou DM2%%; assim, o aumento do
numero de pacientes acometidos com DM sobrecarregara no futuro os problemas relacionados
ao trato urinario inferior, trazendo custos elevados relacionados a baixa qualidade de vida dos
pacientes, ndo deixando de mencionar que as estratégias terapéuticas atuais para o tratamento
da DBD tém limitagdes terapéuticas importantes. O eixo MGO-AGEsS-RAGE vem sendo
relativamente bem explorado no que se refere as alteragbes macrovasculares e nas
complicacBes associadas ao DM como nefropatia, retinopatia, e neuropatia, mas a literatura
sobre o papel deste eixo na disfuncéo vesical do DM ainda é muito escassa. Até o0 momento,
identificamos apenas um estudo clinico realizado em pacientes com DM2, diagnosticados com
sintomas urinarios de moderados a graves, que demonstrou uma correlacdo entre niveis
elevados dos AGEs no soro e reducdo da contratilidade detrusora’. Ndo existem estudos
disponiveis até 0 momento que abordem o possivel papel patofisiolégico do MGO na bexiga.
Assim sendo, neste trabalho, apresentamos nossa contribuicdo para a compreensdo dos efeitos
do MGO na disfuncéo da bexiga. Esperamos que nossas descobertas possam contribuir para a
elucidagéo do papel da via MGO-AGEs-RAGE bem como o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas no tratamento dessa complicagéo urolégica.
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1.7 HipOtese

a) A fisiopatologia da disfuncdo da bexiga diabética esta relacionada ao aumento
dos niveis séricos de MGO e subsequente ativacdo do eixo AGEs-RAGE na parede vesical;

b) A ativacdo do TRPAL pelo MGO leva a disfungdo da bexiga;

c) A metformina, em virtude de sua acdo sequestradora de MGO, teria efeito
protetor na DBD;

d) O ALT-711, por diminuir a formacdo dos AGEs, leva a menor ativacdo de
RAGE, teria efeito protetor na DBD.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do metilglioxal nas alteragdes morfoldgicas, moleculares e
funcionais da bexiga em camundongos fémeas. Avaliar se as abordagens terapéuticas para
eliminacdo do MGO refletem na melhora da disfuncdo da bexiga causada por MGO/AGEs,

utilizando a metformina e o cloreto de alagebrium.

2.2 Objetivos especificos

Camundongos, C57BL/6, fémeas, 5 semanas de idade foram tratados com
MGO 0,5% por 12 semanas na agua de beber, ap6s o qual avaliamos:

e Niveis séricos de MGO e AGEs;

e Expressdo génica e atividade do sistema glioxalase em bexigas;

e Alteraces histologicas e morfométricas (hipertrofia e deposicdo de colageno);

e Perfil miccional de animais expostos ao MGO, através da técnica de ensaio do
papel de filtro, animal acordado;

e AlteracBes urodindmicas atraves da técnica de cistometria de enchimento,
animal anestesiado;

e Resposta contratil do masculo detrusor in vitro;

e O envolvimento do TRPA1 na disfungdo causada pelo MGO, usando-se o
antagonista deste receptor, HC-030031;

e O papel das EROs na hipercontratilidade in vitro, usando-se a enzima

superdxido dismutase conjugada com polietileno glicol (PEG-SOD);
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e O papel do sistema Rho-quinase na hipercontratilidade in vitro, usando-se o
inibidor da Rho-quinase, Y27632;

Em camundongos, C57BL/6, machos, tratadas com MGO (0,5%) por 12
semanas, e/ou metformina (2 semanas) e respectivo grupo controle, avaliamos:

e A disfuncdo miccional pelo tratamento com MGO;

e O efeito protetor da metformina nas alteraces funcionais e moleculares da

bexiga produzidas pelo MGO.

* Em camundongo deficiente de leptina (ob/ob), machos e fémeas, avaliamos:

¢ A disfuncéo de bexiga neste modelo de DM2;

e O efeito do tratamento com ALT-711 sobre a glicemia de jejum e intolerancia
a insulina, niveis séricos de MGO (ELISA) e F-AGES, expressdao de MG-H1 na bexiga,
atividade do sistema glioxalase na bexiga, expressao génica de RAGE (RT-PCR) na bexiga,
as alteracdes histoldgicas e morfométricas, a deposicdo de colageno na bexiga e o perfil

miccional em animal acordado, usando-se o ensaio de papel de filtro
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3. MATERIAIS E METODOS

Diretrizes éticas: O protocolo de estudo seguiu as recomendacbes do Guia

Prepare!8

e da diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais em atividades de
ensino ou de pesquisa Cientifica - DBCA (Resolugdo Normativa CONCEA n° 55)!°, o Guia
ARRIVE? foi utilizado para relato cientifico.

Os cuidados dos animais, bem como os protocolos de pesquisa foram realizados
conforme os principios e diretrizes adotados pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA). Todos os protocolos experimentais do estudo
encontram-se aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), 5443-1/2019
(Anexo-1), 5573-1/2020 (Anexo-2), 5949-1/2022 (Anexo-3).

Todos os animais utilizados neste estudo foram adquiridos Centro Multidisciplinar

para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Condicdes de manutencdo: Os animais foram acondicionados por 10 dias antes

do tratamento, alojados em gaiolas (trés camundongos por gaiola) feitas de polipropileno com
dimensdes de 30 x 20 x 13 cm. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM UNICAMP), em estantes apropriadas
com temperatura de 24°C = 2°C, sob dieta padrdo para roedores (AIN-93G, da marca

NUVILAB), e 4gua ad libitum, com periodo de iluminacéo diaria de 12 horas claro/escuro.

Randomizacdo: Os animais foram designados aleatoriamente usando uma

calculadora de randomizacao numérica (disponivel em https://www.graphpad.com).

3.1 Caracterizacdo dos efeitos crénicos do MGO em camundongos fémeas

tratadas por 12 semanas

Animais e tratamento: Camundongos, fémeas, com 5 semanas e meia de idade
no inicio do tratamento, da linhagem C57BL6/J foram divididos em dois grupos, chamados,
controle (receberam agua filtrada por 12 semanas) e MGO (receberam MGO 0,5% na agua
filtrada por 12 semanas). As doses e via de administracdo do MGO foram escolhidas de acordo

com nosso estudo prévio?*. O consumo de &gua foi medido no final do tratamento.


https://www.graphpad.com/
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3.2. Abordagens terapéuticas para limitar o metilglioxal: papel da
metformina e do ALT-711
3.2.1 Abordagens terapéuticas para limitar o MGO: efeito da metformina em

camundongos machos

Animais e tratamento: Camundongos, machos, C57BL6/J, 5 semanas e meia no
inicio do tratamento, foram divididos em 3 grupos: controle (receberam agua filtrada), MGO
(receberam MGO 0,5% na agua filtrada) e MGO mais metformina (MGO + MET); esse ultimo
grupo recebeu o tratamento com MGO por 12 semanas somado ao tratamento com metformina
(300 mg/kg, administrado nas Ultimas duas semanas de tratamento com MGO na forma de
gavagem). As doses e via de administracdo de metformina foram escolhidos de acordo com

nosso estudo prévio'?t122,

3.2.2 Abordagens terapéuticas para limitar o metilglioxal: efeito do ALT-711

em camundongos controles e obesos deficientes de leptina, machos e fémeas

Animais e tratamento: C57BL/6 e B6.V-Lep ob/JUnib, fémeas e machos, com 6
semanas e meia de idade no inicio do tratamento. Os animais foram inicialmente distribuidos
aleatoriamente de acordo com seu peso corporal em WT (wild-type, magros), ob/ob (obesos)
and ob/ob + ALT-711 (18,7 + 0,4, 33,4 £ 1,6 e 33,7 + 1,5 g, respectivamente). As gaiolas
foram atribuidas aleatoriamente usando uma calculadora de randomizacdo numérica

(disponivel em https://www.graphpad.com).

No grupo ob/ob + ALT-711, os camundongos receberam o ALT-711 na dose de
1 mg/kg diluido em &gua filtrada, por oito semanas, de acordo com um estudo anterior'%,
Camundongos WT e ob/ob receberam apenas agua filtrada. O consumo de agua foi realizado

semanalmente durante o tratamento.


https://www.graphpad.com/
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3.3 Protocolos experimentais

Avaliacdo do comportamento miccional - Coleta de urina em animal

acordado

A coleta de urina foi realizada de acordo com um estudo anterior!?*, Os animais
foram mantidos em gaiolas para urinar e andar, sem acesso a agua e comida. Resumidamente,
os animais foram mantidos por 4 horas na gaiola, a primeira hora foi utilizada para adaptagédo
e as 3 horas restantes para realizagédo do teste.

A realizacdo do teste ocorreu no mesmo horario do dia, comegando as 9h-10h e
terminando as 13h-14h em ambiente com umidade e temperatura controlado (24°C e de 53 +
1%). Dois observadores coletaram a urina de cada animal usando uma pipeta de precisdo e
registrando o volume de urina e o tempo de cada miccdo. Foram adquiridos os seguintes
parametros’?°:

+ Volume total de mic¢do (soma de todas as mic¢Bes no periodo de experimento);

* Volume médio de mic¢do (média de volume de miccdo no periodo de
experimento);

« NuUmero de micgBes (n; nimero total de nimero de micgdes);

* Intervalo entre mic¢des (tempo entre uma micgédo e outra, apresentado como
média entre 0s spots).

 Gravidade especifica (densidade urinaria, definida como concentracdo urinaria

em relacdo a densidade da agua, refere-se a concentracao da urina).
As amostras de urina foram armazenadas em gelo durante o experimento. Apos a
coleta de urina, utilizando um refratbmetro veterinario, a gravidade especifica, como indice de

densidade urinaria, foi medida de acordo com um estudo anterior25126,

Avaliacao do comportamento miccional - Ensaio no papel de filtro em animal

acordado

Os ensaios de pontos de miccdo foram conduzidos de acordo com estudos
anteriores'?>127128 Qs animais foram alojados, individualmente, em gaiolas limpas, cobertas
com papel filtro medindo 25 x 15 cm (papel de filtro qualitativo 250g Unifil®, cod. 502.1250).

Durante o experimento 0s animais ndo tiveram acesso a agua para evitar diluigdo

de urina no papel de filtro, mas tiveram livre acesso a ragdo. Os ensaios foram conduzidos
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durante 4 horas dentro da gaiola, sempre no mesmo horario, comecando as 9h-10h e
terminando as 13h-14h. A temperatura da sala e umidade foi mantida controlada (24 + 1 -C
com umidade de 53 = 1%).

Os animais foram aclimatados ao papel de filtro por dois dias e as medidas
area/spots (manchas de miccao) foram realizadas no terceiro dia. Ao final do ensaio, os
animais foram devolvidos as suas condigdes normais de habitacgéo.

Para a quantificacdo a area de miccdo de cada ponto foi circulada com lapis apds
0 término do teste, e os pontos de sobreposicdo foram marcados. Os papéis de filtros foram
secos e fotografados usando luz UV (Photo-documenter Chemi-Doc, Bio Rad, Califérnia,
EUA). Os papéis de filtro foram analisados usando Verséo Fiji do software ImageJ (verséo
1.46r) (http:/fiji.sc/wiki/index.php/Fiji). Para converter a area em volume, utilizamos um
padréo (curva de calibragdo), com valores relacionados linearmente até 200 pl*°,

Como medida de exclusdo foram considerados particulas menores que 0,20 cm?
(equivalente a 2 pl) para minimizar interpretagdes relacionadas as marcas das patas ou cauda
dos animais?,

* Volume total de micg¢do (ul; volume de urina no periodo de experimento de 4
horas);

* Volume médio por micg¢ao (ul; definido como o volume médio por pontos de
miccao no papel de filtro);

« Numero de miccdes (definido como o nimero de pontos de micgdo no papel de
filtro);

« Numero de pontos de miccdo no centro do papel de filtro (definida como o
namero de pontos de miccdo depositados em 95% da area total do papel de filtro; este
parametro indica perda de controle da urina ou hiperatividade, uma vez que roedores
desenvolvem um comportamento descrito como tigmotaxia, sendo a busca pelos cantos da
gaiola para urinar, que esta relacionado a micgdo normal;

» Numero de pontos de micgédo no canto (definida como o nimero de pontos de
miccdo depositadas em 5% da area total do papel de filtro). Este pardmetro pode ser
apresentado em % de area de micgdes nos cantos;

* % de area de micgdo primaria (definida como maior micgdo encontrada no
papel);

 Divisdo do nimero de micg¢Bes por volume que indica micgbes secundarias
(pequenos pontos menores que 25 ul) e micgdes primarias (que indica pontos maiores que 25

pl até 100 ul), e micgdes de alta capacidade vesical referindo-se aquelas maiores que 200 pl).
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Cistometria de enchimento, animal anestesiado

Os procedimentos da cistometria de enchimento sdo descritos conforme o
estudo’?,

Os animais foram anestesiados utilizando o sistema de anestesia inalatoria para
roedores (Sistema Harvard), mantido sob anestesia com 1,5 - 2% de isoflurano e 98% de
oxigénio (2 I/min). Foi feita uma incisao retro umbilical na regido hipogastrica, medindo 0,5-
1 cm, e a bexiga foi exposta. Um cateter PE10 foi inserido na regido do apice da bexiga e
suturado utilizando uma sutura de nailon 6-0.

A vedacdo e a permeabilidade da sutura foram verificadas usando uma agulha 23
g acoplada em uma seringa de 1 ml, enchendo-se lentamente a bexiga com 0,1 ml de salina
heparinizada a 2%; posteriormente, a bexiga foi esvaziada por aspiracdo. A bexiga foi
reposicionada, e a musculatura e a pele foram fechadas.

Ao fim do procedimento cirirgico, a anestesia com isoflurano foi interrompida,
administrando-se uma injecdao intraperitoneal de uretano (1,2 g/kg). A canula foi conectada a
uma torneira de trés vias, da qual uma porta foi conectada em uma bomba de infusdo via um
cateter PE-10. Antes de comecar a cistometria, foi realizado um periodo de estabilizacdo de
10 minutos, com subsequente infusdo intravesical continua de solucéo salina a 0,6 mi/h por 1
hora13°'131.

Os animais foram eutanasiados no final dos protocolos. A aquisicdo de registros
foi realizada usando o PowerLab System e as analises foram realizadas utilizando o software
LabChart® (ADInstruments Inc., Sydney, Australia,

https://www.adinstruments.com/products/labchart).

Os parametros abaixo foram avaliados em todos os ciclos de miccdo durante a
primeira hora de aquisicdo de dados. Os animais foram eutanasiados ao final dos protocolos.

Os seguintes pardmetros foram avaliadost313L,

* Pressdo basal (pressdo minima entre duas micgdes);

* Frequéncia de contragcdes nao miccionais (CNMs; non-voing contractions,
NVCs), definidas como contragdes espontaneas da bexiga superior a 4 mmHg de pressdo a
partir da linha de base que nao resultem em micg¢éo);

* Capacidade da bexiga (CB; volume necessario infundido para induzir a primeira
micgdo);

* Pressdo de intermicturacao (pressao média entre duas micgdes);


https://www.adinstruments.com/products/labchart
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* Pressdo média oscilatoria (pressdo média menos pressdo basal);

* Volume residual (volume restante na bexiga calculado pelo volume total
infundido subtraido do volume de micc¢éo);

* Pressao de limiar (pressado intravesical imediatamente antes da mic¢ao);

* Pressdo maxima de pico (press@o maxima da bexiga durante uma micg¢ao);

* Volume de mic¢ao (volume total de mic¢do no periodo avaliado em médial h);

* Frequéncia de micgdes (numero de micgdes no periodo avaliado, em média, 1 h);

* Intervalo entre mic¢ao (IM; o periodo entre duas pressdes de pico);

» Complacéncia da bexiga (capacidade da bexiga dividida pela pressdo limiar
subtraido da pressédo basal);

* Eficiéncia de mic¢do (VE). A VE ¢ calculada pela seguinte formula: %VE=
(IM*0,6/h) /CB onde o intervalo entre miccdo (IM) é multiplicado pela taxa de infuséo
(capacidade funcional da bexiga em ml) e dividido pela capacidade da bexiga (CB; capacidade
verdadeira da bexiga em ml).

Contratilidade in vitro do musculo detrusor

Os procedimentos de contratilidade in vitro sdo descritos conforme os estudos
24,33,61,125

Preparacdo da bexiga e configuracdo de banho de 6rgdos

Os animais foram pesados e anestesiados com isoflurano em uma concentragéo
superior a 5%, realizando-se em seguida deslocamento cervical para confirmar a eutanasia. A
bexiga foi removida e cuidadosamente dividida em 2 tiras. Utilizamos tiras intactas da bexiga
(com a presenca do urotélio e suburotélio) e desnudadas (sem a presenca do urotélio e
suburoteélio, apenas o masculo detrusor).

Para a remocéo do urotélio e suburotélio, foram utilizadas duas pingas de ponta
fina, uma para segurar o musculo detrusor enquanto o urotélio e o suburotélio eram
cuidadosamente removidos com a outra pinga®?. As tiras foram montadas em banhos de 6rgaos
contendo 10 ml de solugédo Krebs-Henseleit (117 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 1,2
MM MgSOQs, 1,2 mM KH2PO4, 25 mM NAHCOs e 11 mM de glicose, pH 7,4) continuamente
borbulhadas com uma mistura de 95% O e 5% de CO.. Os tecidos foram mantidos em um

periodo de equilibrio de 45 minutos sob tensdo em repouso e depois ajustados por 5 mN a cada
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15 minutos. Alteracfes na forca isométrica foram registradas usando um sistema PowerLab
(Ad Instruments Inc., Sydney, Australia).

Contracoes da bexiga induzidas por estimulacao elétrica de campo (EFS)

EFS foi aplicado a tiras de bexiga (intactas ou desnudadas), colocadas entre dois
eletrodos de anel de platina conectadas a um estimulador (Grass Telefactor; Rodhe Island,
Estados Unidos da América)®*.

Os tecidos foram estimulados eletricamente a uma voltagem de 80V, com duracéo
dos pulsos de 1 milisegundo (ms), intervalo entre os pulsos de 0,2 ms, duracdo de estimulagéo
de 10 segundos, nas frequéncias de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 Hz, com intervalo de 2 minutos entre 0s
estimulos. As respostas contrateis em resposta a EFS foram expressas como mN por miligrama

de tecido imido (mN/mg) 243361.125,

Curvas concentracao-resposta para carbacol e a.p-metileno ATP

Curvas cumulativas concentragdo-resposta para 0 agonista do receptor
muscarinico carbacol (1 nM - 100 uM) foram construidas em ambas as tiras de tecido (com e
sem urotélio), dependendo do protocolo experimental?43361.125,

Para verificar a viabilidade dos preparativos, a solucdo de 80 mM de KCI foi
adicionada aos banhos no final do tempo de equilibrio.

Em experimentos separados, curvas ndo-cumulativas para o agonista purinérgico
P2X1 a, B-metileno ATP (1, 3 e 10 uM) foram construidos em tiras de bexiga intactas ou
desnudadas de uroteélio e suburotélio, usando intervalos de 20 minutos entre as concentracdes
para evitar dessensibilizacéo.

As respostas contrateis do carbacol e a,-metileno ATP foram expressas como mN
por miligrama de tecido imido (mN/mg).

Para a curva concentracdo-resposta ao carbacol, os valores de poténcia (pECso) €
respostas maximas (Emax) foram calculados pela seguinte equacao:

E = Emax/[(1+(10c/10x) N + @];

e onde “E” ¢ elevagao do tonus basal,

e “Emax” € a maxima resposta que o agonista pode produzir;

e “c” ¢ o logaritmo da ECso, que € a contracdo do agonista que produz 50% da

resposta maxima;
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e “x” ¢ o logaritmo da concentra¢do do agonista,

e o expoente “N” significa a inclina¢ao da curva concentragao-resposta;

e @ ¢ aresposta observada na auséncia do agonista.

As analises de regressdes ndo lineares para determinar os parametros Emax, logECso
¢ o “n” foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.,

California, EUA), considerando o pardmetro ® como zero?43361125,

Curvas concentracao-resposta cumulativa para calcio extracelular

Curvas cumulativas de concentragio-resposta para CaCl; extracelular?* (10 pM-
100 mM) foram realizadas em tiras de bexiga intactas ou desnudadas. Os tecidos foram
equilibrados por 45 min em banhos de érgédo contendo 10 ml de solugdo de Krebs-Henseleit.

Apbs o periodo de equilibrio a solucéo de solucdo Krebs-Henseleit foi removida e
substituida por solugdo Krebs sem Ca?* contendo EGTA (1 mM) para sequestrar fons Ca®*.
As tiras foram contraidas com KCl (80 mM) seguido de contragdes com carbacol (10 pM)
para se esgotar o Ca* intracelular.

Em seguida, as tiras foram incubadas com acido ciclopiazénico (CPA; 10 uM) por
30 min para bloquear a liberagdo do Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. As curvas concentragio-
resposta para CaCl, (10 uM-100 mM) foram ent&o construidas?.

Andélises morfométricas da bexiga

Apobs a eutanasia a bexiga foi removida e o peso umido foi determinado, para
determinacéo do peso vesical e da relacdo peso vesical/peso do animal (bexiga para proporg¢ao
do corpo).

A bexiga foi mantida em 10% de formalina tamponada com fosfato por 24 horas,
desidratada em etanol e incorporada em parafina. O material foi enviado ao laboratorio de
apoio VETPAT (Campinas-SP) para processamento histoldgico. As bexigas foram cortadas
em se¢Oes de 5 um, usando um micrétomo (Leica, Wetzlar, Alemanha).

Foram realizadas desparafinagdo em xileno, reidratacdo com diferentes gradientes
de alcool e coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E), tricromico de Masson ou picrosirius
red para exame de microscopia de luz.

As imagens digitais foram obtidas com um microscépio eclipse 80i (Nikon,

Téquio, Japdo) equipado com uma camera digital (DS-U3, Nikon). Para a analise quantitativa
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da espessura do urotélio e do detrusor, e do contetdo do coléageno no detrusor, foi utilizado o
software Image J- Fuji (Versdo 1.46R).

Para quantificacdo perimetro do urotélio e do masculo liso detrusor, dois
observadores mediram, em baixa ampliacdo (10 x), dez pontos aleatérios no obtidos de duas
imagens de cada animal. Os resultados sdo apresentados como a média das medidas
individuais.

A area de colageno é visualizada em azul na coloragéo tricromico de Masson e
roxo na coloracdo Picrosirius red. Ja a area do musculo detrusor € visualizada em vermelho
pela técnica de tricromico de Masson e lilas pela técnica Picrosirius red.

O conteudo de colageno foi analisado no musculo detrusor usando a técnica de
imagem pseudo colorimétrica®?; para tanto, foi utilizado um plugin Colour Deconvolution
(software ImageJ a versao Fiji) para medir a area do colageno no detrusor. Os dados foram
quantificados em porcentagem de &rea e expressos pela relagdo (proporgdo) de

coladgeno/masculo.

Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A determinacio dos niveis de EROs foi realizada conforme estudo anterior®33,

Resumidamente, as bexigas foram adicionadas em um meio de inclusdo Tissue-
Tek® O.C.T (do inglés “Optimal Cutting Temperature”), que permite um congelamento
rapido, visando obtencdo de qualidade ideal de corte em criostato.

O corante fluorescente oxidativo diihidroetidio (DHE) foi utilizado para avaliar a
formacéo de EROs in situ. Os cortes foram realizados em criostato, em se¢des transversais (12
pum), coletado em laminas de vidro, e posteriormente equilibrados por 10 min em solucéo de
Hank (1,6 mM de CaClz, 1,0 mM de MgSO4, 145,0 mM de NaCl, 5,0 mM KCI, 0,5 mM
NaH2POa, 10,0 mM de glicose, 10,0 mM de HEPES, pH 7,4). A solu¢do DHE (2 uM) foi
aplicada a cada corte de tecido, e posteriormente incubadas em uma estufa protegida da luz a
37°C por 30 min.

A fluorescéncia foi detectada com um filtro long-pass de 585 nm. utilizando um
microscopio (Eclipse 80i, Nikon, Toquio, Japéo) equipado para epifluorescéncia (excitacdo a
488 nm; emissdo a 610 nm) e uma camera digital (DS-U3, Nikon).

Para quantificacdo o numero de ndcleos rotulados com brometo de etidio foram

contados automaticamente no urotélio e no musculo liso do detrusor utilizando o software
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ImageJ (NIH, Maryland, Estados Unidos da América) e expressos como nucleos rotulados por

milimetro quadrado.

Ensaios moleculares e bioquimicos

Quantificacdo dos niveis de MGO, AGEs fluorescentes e glicose no soro ou

sangue

Os procedimentos foram realizados conforme descrito em®.125, O sangue (0,5 ml)
foi coletado por puncéo intracardiaca, centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos a 4°C e 0 soro
foi transferido para tubos de microcentrifuga.

Para medir os niveis de MGO no soro, as amostras foram primeiramente
desproteinizadas utilizando o Kit de Preparacdo de amostras desproteinizantes - TCA (Abcam
ab204708), conforme as instrugdes do fabricante.

Os niveis de MGO no soro foram medidos usando kit ELISA competitivo para
OxiSelect™ Metilglioxal (Catalogo No. STA-811, Cell Biolabs, San Diego, CA, Estados
Unidos da América) ou o kit de ensaio fluorométrico de metilglioxal (Abcam ab273284,
Cambridge, Reino Unido), conforme a disponibilidade dos mesmos no laboratério.

A quantificagdo dos AGEs fluorescentes (F-AGEs) foi feita diluindo as amostras
de soro em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7.4; diluigdo 1:2), transferindo-as
em seguida para placas pretas de 96 poc¢os (200 pl no total por poco). Os espectros de
fluorescéncia foram registrados em duplicata usando fluorémetro (SynergyTM H1 Hybrid
Reader, Biotek, Estados Unidos da América). Os comprimentos de onda de excitacdo e
emissao foram 360 e 447 nm, respectivamente, e a solugdo de PBS foi usada como branco. As
concentracgdes individuais foram normalizadas por branco de fluorescéncia. A intensidade da
fluorescéncia foi expressa em unidades arbitrarias (u.a.).

Os animais foram mantidos em jejum de 8 horas para avaliar a concentragao de
glicose, apds o qual o sangue da veia da cauda foi coletado. O nivel glicEmico foi medido
usando o ACCUCHECK Blood Glucose (Monitoring System®, Roche Diagnostics,

Indianapolis, Estados Unidos da Ameérica).
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Controle glicEmico e teste de intolerancia a insulina (ITT)

Para minimizar o efeito do estresse de jejum os animais foram submetidos a um
periodo de jejum de 3 horas, duas vezes por semana. Amostras de sangue foram coletadas da
cauda ap6s 6 h de jejum, e a sensibilidade sistémica a insulina foi analisada pelo teste de
tolerancia a insulina (ITT).

Para este teste uma primeira coleta de sangue foi obtida no tempo zero; em
seguida, os animais receberam uma injecédo intraperitoneal de 1,00 U/Kg de insulina regular
(Humulin R, Ely Lilly, Indianépolis, Estados Unidos da América), e as demais amostras de
sangue foram coletadas nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min apos a inje¢do de insulina.

As concentracbes de glicose foram medidas usando um glicosimetro
(ACCUCHEK Performa; Roche Diagnostics, Indianapolis, EUA). Os valores de glicose foram
usados para calcular a taxa constante de decaimento de glicose no sangue (Kirt), que se baseia
na regresséo linear do logaritmo Neperiano das concentracdes de glicose obtidas de 0 a 30 min
do teste. O K7 foi calculado pela formula 0,693/(t1/2) x —1 x 100%3°,

Atividade do sistema glioxalase na bexiga

As bexigas foram isoladas e homogeneizadas em 350 ul de PBS (pH 7,0) e
centrifugadas a 2000 x g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi removido e mantido em gelo.
Para medir a atividade da glioxalase na bexiga foi utilizado o kit de ensaio de atividade GLO1
(GLO1; Catalogo No. MAK114, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e GLO2 (GLOZ2;
Abcam, Catalogo No. AB273319, Cambridge, Reino Unido), seguindo as instrucdes do
fabricante. Os resultados foram normalizados pela concentracdo de proteina total das amostras

de bexiga.

Atividade da superdxido dismutase (SOD) na bexiga

Para a quantificagdo da atividade da SOD, as bexigas foram homogeneizadas
seguindo o protocolo do fabricante, e o sobrenadante armazenado e utilizado para medicéo,
utilizando o kit de ensaio de atividade da SOD-enzimético (Cayman Chemical, Catalogo
no.706002, Ann Arbor, MI, Estados Unidos da América).
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Expressdo génica por RT-PCR na bexiga

Os procedimentos foram realizados conforme descrito anteriormente®3,

A expressdo génica foi quantificada usando o quantitativo real-Time RT-PCR
(gPCR). O reagente Trizol® (Invitrogen, MS, EUA) foi utilizado para extrair o RNA total
seguindo as instrucdes do fabricante.

O kit de transcricdo reversa de alta capacidade (Applied Biosystems, CA, EUA)
foi utilizado para a transcricdo das amostras de RNA tratadas com DNAse. As concentragdes
de amostras de cDNA foram quantificadas usando um espectrofotometro (Nanodrop Lite®,
Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da América). As reacdes foram realizadas
com 10 ng de cDNA, 6 ul SYBR Green Master Mix® (Life Technologies, CA, EUA) e
iniciadores (concentragdo ideal em um volume total de 12 pl).

A PCR em tempo real foi realizada no equipamento StepOne-Sistema de PCR em
tempo real Plus® (Applied Biosystems). A reacdo foi programada no intervalo de 95°C por
10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s, entdo 60°C por 1 min; no final de uma
amplificacdo normal, foi adicionado tempo durante o qual a temperatura aumentou,
gradualmente, de 60°C a 95-C.

Para determinar a especificidade da amplificacdo, a analise da curva de Melt foi
realizada para garantir que apenas um fragmento fosse amplificado. Ciclo de Threshold
(limiar) (CT) foi definido como o ponto em que a fluorescéncia sobe acima da fluorescéncia
de fundo. O método 2 -AACt foi utilizado para analisar os resultados, expressos pela diferenga
entre os valores de CT dos genes enddgeno e gene alvo de interesse. Na Tabela 1 sdo
apresentados os iniciadores de oligonucleotideos sintéticos utilizados.



Tabela 1- Sequéncias de primers usados para amplificagdes de PCR em tempo real.

Gene

Forward

Reverse

RAGE

(IDT Integrated
DNA
Tecnhologies)
Cacnl

(Exxtend Oligo
Solutions)
Rho-A (Exxtend
Oligo Solutions)
ROCK1 (Exxtend
Oligo Solutions)
ROCK 2 (Exxtend
Oligo Solutions)
ACTB

(Qiagen
Quantitec
Primers Assays)
18S rRNA

(IDT Integrated
DNA
Tecnhologies)
GLO1

(IDT Integrated
DNA
Tecnhologies)

5'-
CTGAACTCACAGCCAGTGTCCC-
37

5'-ACCCTCCTCCGTCGAATTC-3’

5'-CCTTCGGAATGACGAGCAC-3’
5'-ACCCACCATCTGGCTTTGTC-3'
5-GATGGTTGTCATTGCCTGTGC-

37
QT00095242

5-GTAACCCGTTGAACCCCATT -3’

5'-
CCCTGCTATGAAGTTCTCGCTC-3’

5'-
CTGAACTCACAGCCAGTGTCCC-
3!

5'-ACCCTCCTCCGTCGAATTC-3'

5-AGATGAGGCACCCAGACTTTT-
g:-CGGTTTATCAGGTAGCATCCC-
z'-TGCTCTTTATCTTGTTCGCTGT-
ilM_007,393

5"- CATCCAATCGGTAGTAGCG-3'

5-CCTGCTATGAAGTTCTCGCTC-3

Quantificacdo de AGEs totais em bexigas

Os procedimentos foram realizados conforme descrito anteriormente®*.
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AGEs totais, incluindo N-épsilon-(carboximetil) lisina (CML), dimero de lisina
derivado de glioxal (GOLD), N-épsilon-(1-carboxietil) lisina (CEL), dimero de lisina derivado
de metilglioxal (MOLD), 3-dimero de lisina derivado de desoxiglucosona (DOLD) e 3-
desoxiglucosona (3-DG), foram medidos em bexigas isoladas.

As bexigas foram homogeneizadas em 300 pl de tampao RIPA com coquetel de
inibicdo de protease e mantidas em gelo por 1 hora, centrifugadas a 12.500 g por 15 min a 4°C
e 0 sobrenadante resultante foi coletado.

A quantificacdo dos AGEs totais foi realizada utilizando o AGE Assay Kit
(Catalogo No. ab238539, Abcam, Cambridge, UK) por meio de colorimetria, seguindo as

instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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Quantificacdo dos niveis de RAGE na bexiga

Os procedimentos foram realizados conforme descrito anteriormente®**.

Amostras de bexiga foram isoladas e homogeneizadas em 300 pl de tampao RIPA
+ coquetel de inibicdo de protease, centrifugadas a 12.000g por 15 min a 4°C, e o sobrenadante
resultante foi coletado. Para quantificacdo de RAGE foi utilizado o Kit Mouse RAGE ELISA
(N° de Catalogo ab100738, Abcam, Cambridge, Reino Unido), seguindo as instrugdes

fornecidas pelo fabricante.

Imuno-histoquimica para MG-H1, TRPA1 e RAGE na bexiga

Os procedimentos foram realizados conforme descrito em®%134

As bexigas inteiras foram removidas, imersas em solucéo fixadora de formalina a
10% por 48 h e incorporadas em parafina e enviadas ao laboratorio de apoio VETPAT. Cortes
de 5 um foram montados em laminas de vidro revestidas com aminopropiltrietoxisilano. Os
cortes foram desparafinizados, reidratados e lavados com solucdo tampdo Tris de 0,05 M
(TBS), pH 7,0. Posteriormente, para recuperacdo de antigenos, os cortes foram tratados com
tampdo de citrato (0,01 M) contendo 0,05% de Tween-20 (pH 6,0) ou solucdo de tampéo
TRIS-EDTA (0,01 M) contendo 0,05% tween-20 por 40 min a 98°C.

A atividade enddgena da peroxidase foi inibida com solucéo 0.3% de peroxido de
hidrogénio (H202). Para bloquear os locais ndo especificos, foi utilizada uma solucdo de
albumina sérica bovina a 5% (BSA) contendo 0,1% de Tween-20 por 60 min.

Os cortes foram incubados com anticorpo primario anti-MG-H1 monoclonal de
camundongo (1:60; Cell Biolabs, Inc, numero de catdlogo STA-011, San Diego, Estados
Unidos da Ameérica) e anticorpo primario para RAGE (1:70; Cat. No. AB54741,
Abcam,Cambridge, Reino Unido), anticorpo TRPAL cat. Nimero 40763, Novus Biologicals,
LLC, Estados Unidos da América). diluido em TBS contendo 3% de BSA durante a noite a
4°C.

Os cortes foram lavados e incubados com anticorpo secundario IgG anti-mouse
biotinilado (1:20; Extra2, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), seguindo as instru¢des do
fabricante. Para a detec¢é@o da area imunocorada com anticorpo primario, foi empregada uma
solucgéo de 3,3 'de diaminobenzidina (DAB; Cat. No. D4293, Sigma Aldrich).

Um corte foi usado em paralelo a omissao primaria de anticorpos, como controle

negativo, Todas as laminas foram contrastadas com hematoxilina e montadas para observagao
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por microscopia. As imagens representativas foram adquiridas usando um microscopio de luz
(Série Optika Italia B-1000, Optika S.R.L., Ponteranica, BG, Itélia).

Western blotting MG-H1, GLO 1 e TRPA1

Os procedimentos foram realizados conforme descrito em*®*

Extratos proteicos totais foram obtidos de bexigas homogeneizadas usando
tampdo RIPA + coquetel de inibicdo de protease (10 ul/ ml). As amostras foram incubadas por
1 hora a 4°C e depois centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C.

As concentragdes de proteina nos sobrenadantes foram determinadas utilizando o
DC Protein Assay Kit I (N° de Catalogo 5000111EDU, BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos
da América). Uma quantidade igual de proteina (30 pg) de cada amostra foi tratada com
tampdo Laemmli 4x contendo 355 mM de 2-mercaptoetanol (N° de Catalogo 161-0747,
BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos da Ameérica).

As amostras foram aquecidas em banho-maria fervente por 5 min e resolvidas por
eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE). As proteinas
foram entéo eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose a 20 V por 20 min
utilizando um dispositivo semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos da América).

Para reduzir a ligacdo inespecifica as proteinas, a membrana foi pré-incubada
durante a noite a 4°C em tampéao de bloqueio (0,5% de leite em pd desnatado, Tris 10 mM,
NaCl 100 mM e Tween 20 a 0,02%).

Anticorpos primarios, incluindo anticorpo primario monoclonal de camundongo
anti-MG-H1 (1:1000; Cell Biolabs, INC, Cat. No STA-011, San Diego, Estados Unidos da
América), anticorpo anti-GLO1 (1:1000; Cat. No. ab96032, Abcam), anti-TRPA1 (1:1000;
cat. No. 40763, Novus Biologicals, LLC, Estados Unidos da América) e anticorpo monoclonal
B-actina peroxidase (1:50000, Catadlogo No. A3854, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha),
diluido em solucdo basal contendo 3% de albumina sérica bovina (BSA). Os anticorpos
primarios foram incubados durante a noite a 4°C, enquanto o anticorpo 3-actina foi incubado
durante 1 h a temperatura ambiente.

Posteriormente, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario 1gG
anti-rabbit-HRP (1:5000; N° de Catalogo 7074S, Cell Signaling Technology, Massachusetts,
Estados Unidos da América) diluido em solugdo basal por 1 h. As bandas imunorreativas
foram detectadas utilizando o Substrato Clarity Western ECL (Catalogo No. 1705061, BioRad,
Hercules, CA, Estados Unidos da América), um sistema de quimiluminescéncia melhorado da
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BioRad. A andlise densitométrica foi realizada utilizando o software Image Lab versao 6.1
(BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos da Ameérica). Os resultados foram representados
como arazdo entre a expressdo da proteina em relagao a B-actina e/ou normalizados pelo grupo

controle.

3.4 Andlise estatistica

e Os dados séo apresentados com médias + erro padrao das médias (EPM) de um
numero experimental (n).

e A distribuicdo paramétrica dos dados foi avaliada com o teste de Shapiro.

e A diferenca estatistica entre dois grupos foi determinada usando o teste de
Student teste t ndo pareado.

e ANOVA uma via seguida pelo teste de comparacdo multipla de Dunnett foi
usada ao comparar mais de dois grupos com o grupo controle.

e ANOVA uma via seguida pelo teste de Tukey ou Bonferroni foi usada para
comparar todos 0s grupos juntos.

e Na comparacdo de duas variaveis, foi utilizada ANOVA de duas vias, seguida
pelo teste de comparacdo multipla de Tukey ou Bonferroni.

e Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

e Para tabulacdo dos dados foi utilizado o software Excel® (Microsoft Office

365), e para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism®.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo dos efeitos cronicos do MGO em camundongos fémeas
tratadas por 12 semanas

Nesta etapa da pesquisa, buscamos primeiramente avaliar os niveis séricos de
MGO e de F-AGEs, 0s niveis sanguineos de glicose, e o0 consumo de &gua e de comida dos
animais, assim como eventuais alteracdes morfométricas e histoldgicas da bexiga causadas
pelo tratamento com MGO por 12 semanas em camundongos fémeas.

Com o objetivo de determinar se 0 MGO, administrado por via oral durante 12
semanas, atingia niveis séricos significantes, procedemos a sua quantificacdo no soro dos
animais. A concentracdo sérica de MGO nos animais tratados foi 4,8 vezes maior que a dos
animais controle (p < 0,01; Figura 5A). Notamos também que os niveis séricos de F-AGEs

aumentaram significativamente no grupo MGO em comparagdo com o grupo controle (p <
0,05; Figura 5B).
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Figura 5. Niveis séricos de metilglioxal (MGO) (A) e fluorescéncia dos produtos finais de
glicacdo avancada (F-AGEs; B) em camundongos fémeas controles ou que receberam MGO
0,5% por 12 semanas na agua de beber. Os dados sdo expressos como média + EPM. (n = 5-
7). *p < 0,05, ***p < 0,001 em comparagdo com grupo controle (teste t ndo pareado).

O tratamento com MGO néo alterou de modo significativo a glicemia de jejum,
sendo os resultados apresentados no grupo controle (86,8 = 5,43) semelhantes ao grupo MGO
(89,7 £ 4,63 mg/dl) (n = 7), indicando que o tratamento crénico com MGO néo interfere no
metabolismo da glicose.

O consumo de dgua também nao diferiu entre os grupos controle e MGO (2,61 +

0,09 e 2,45 £ 0,22 ml/dia para MGO e controle, respectivamente; n = 7). Igualmente, ndo
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notamos diferencas significativas entre os grupos controle e MGO para o0 consumo de comida
(3,2+£0,11e 3,4 £0,11 g/dia para MGO e controle, respectivamente; n = 7).

O passo subsequente consistiu em investigar se o tratamento crénico com MGO
ocasionava alteragdes morfométricas na bexiga. Ndo se observou diferenca significativa no
peso corporal entre os grupos controle e MGO (Figura 6A); no entanto, notou-se um aumento
de aproximadamente 20% (p < 0,05) no peso absoluto da bexiga (Figura 6B) e no peso relativo
da bexiga (Figura 6C; p < 0,05) no grupo MGO em relacédo ao controle. A analise histoldgica
das bexigas, realizada por meio das coloracdes com hematoxilina e eosina (HE; Figura 6D) e
tricromico de Masson (Figura 6E), revelou que a exposicdo ao MGO provocou aumentos
discretos, porém significativos (p < 0,05), na espessura das camadas do urotélio e do muasculo

liso detrusor, assim como do contetdo de colageno (Figura 6F, G, H).
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Figura 6. Medidas morfométricas e avaliacdo histologica da bexiga em camundongos tratados
com metilglioxal (MGO) em comparacdo com animais controle. Os painéis A, B e C mostram
0 peso corporal, 0 peso da bexiga e 0 peso relativo da bexiga, respectivamente, para 0s grupos
controle e MGO. O painel D mostra uma imagem histoldgica de bexiga de camundongos
controle, mostrando o urotélio e o musculo liso detrusor onde as setas pretas com pontas duplas
indicam os limites de quantificacdo no detrusor, e o colchete indica o limite de quantificacdo
no urotélio. O painel E mostra imagens histoldgicas representativas de bexigas de grupos
controle e MGO usando hematoxilina e eosina (HE) e coloragéo tricromica de Masson. Os
painéis F, G e H mostram quantificagdes da espessura do urotélio, espessura do detrusor e
conteudo de colageno, respectivamente. Os dados sdo expressos como média = EPM (n = 7).
*p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste t ndo pareado). D, musculo liso detrusor; SU,
suburotélio, U, urotélio; L, limen. As barras pretas no painel D (canto superior direito) e painel
E (canto inferior esquerdo) representam uma escala de 50 um (objetiva 10x).
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Em seguida, procuramos investigar se o tratamento crénico com MGO também
alterou o contetdo de seu principal AGE, o MG-H1. Constatamos um aumento significativo
(p < 0,05) no contetdo de MG-H1 na bexiga do grupo MGO em comparacdo ao controle
(Figura 7A e B). A Figura 7C confirma, por imuno-histoquimica, a forte presenca de MG-H1
nas bexigas dos animais tratados com MGO, tanto no urotélio quanto no detrusor, enquanto
bexigas do grupo controle apresentaram discreta imunocoloracdo para MG-H1 e somente no
urotélio.

A préxima questdo da nossa pesquisa consistiu em avaliar se 0 aumento dos niveis
de MGO (soro e bexiga) resultariam em alteracGes na expresséo e atividade da GLO1, enzima
crucial no processo de detoxificacdo de aldeidos, como o MGO. N&o notamos alteracao
significativa na expressdo proteica da GLO1 (Figura 7D e E); porém, detectamos uma
diminuicao significativa (p < 0,05) na atividade dessa enzima no grupo MGO em comparacao

com o grupo controle (p < 0,05; Figura 7F).
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Figura 7. Quantificacdo de hidroimidazolona derivada de metilglioxal-1 (MG-H1) e
glioxalase 1 (GLO1) em bexigas de animais controle e tratados com metilglioxal (MGO).
Painéis A e B mostram analises de western blotting para MG-H1. O painel C mostra a imuno-
histoquimica para MG-H1, demonstrando coloracdo negativa (auséncia de ligacao primaria ao
anticorpo), imunocoloragdo nos grupos controle e MGO, destacando coloracédo positiva fraca
no urotélio do grupo controle, e forte coloragcdo positiva no urotélio e no detrusor no grupo
MGO. Os painéis D e E exibem a expressao proteica da GLO1 e o Painel F mostra os dados
de atividade enzimatica. Os dados sdo expressos como média + EPM (n = 5-6 animais por
grupo). *p < 0,05, comparado ao grupo controle (teste t ndo pareado). D, musculo liso detrusor;
SU, suburotélio; U, urotélio; L, limen. As barras pretas (canto inferior esquerdo ou direito) no
painel C representam uma escala de 10 pum (objetivas x4 e x10). As setas pretas no painel C
indicam imunocoloracdo de MG-H1.
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Com base nos dados obtidos, o tratamento com MGO induziu um estresse
dicarbonilico no animal, conforme demonstrado pelo aumento dos niveis desta molécula no
soro e na bexiga, a0 mesmo tempo em que a atividade da enzima de detoxificacdo (GLO1)
encontra-se reduzida.

Procuramos, entdo, compreender como a sobrecarga de MGO afetaria o
comportamento miccional dos animais, utilizando, inicialmente, o ensaio em papel de filtro.
Na Figura 8A sdo apresentadas imagens representativas do papel de filtro de cada grupo. No
grupo MGO observamos aumento significativo no nimero de micgées (p < 0,01; Figura 8B),
e diminuicdo significativa no volume médio de miccdo (p < 0,01; Figura 8C). Em relacdo ao
volume total de micgéo, ndo se constatou diferenca estatisticamente significativa entre 0s
grupos (Figura 8D). Em relacdo ao grupo controle, é possivel ainda verificar no grupo MGO
um aumento significativo (p < 0,05) no nimero de micc¢des menores que 25 pl (Figura 8E) e
de miccBes entre 25 pl e 100 pl (Figura 8F), enquanto o nimero de mic¢des com volume
superior a 100 pl foi significativamente menor neste grupo experimental (p < 0,01; Figura
8G). Em relacdo a distribuicdo das miccbes (canto versus centro), ndo houve diferenca
significativa entre os grupos controle e MGO quanto a distribuicao nos cantos (Figura 8H); no
entanto, observou-se um aumento significativo (p < 0,05) na distribui¢do de micgdes no centro
no grupo MGO (Figura 8l), evidenciando que o tratamento com MGO induz um perfil de

hiperatividade vesical nos animais.
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Figura 8. Analise do comportamento miccional de animais expostos ao metilglioxal (MGO;
0,5% por 12 semanas). O Painel A mostra imagens representativas do ensaio de papel de filtro
nos grupos controle e MGO. Os paineis B, C e D exibem o nimero de micgdes, volume médio
de micgOes e volume total de miccOes, respectivamente. A distribuicdo das micgdes em
diferentes volumes é ilustrada nos Painéis E a G (< 25 ul, 25-100 pl e > 100 pl,
respectivamente). A distribuicdo das miccbes no papel filtro € apresentada nos painéis H
(micgBes no canto) e | (micgBes no centro). Os dados sdo expressos como média = EPM (n=
6-7 animais por grupo). * p < 0,05, ** p < 0,01 em comparagdo com 0 grupo controle (teste t
nédo pareado).
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Para a caracterizacdo da contratilidade in vitro do musculo detrusor, bexiga foi
mantida intacta, presenca do urotélio e suburotélio, ou ambos foram removidos
mecanicamente (denudada). A Figura 9A mostra, por meio de histologia, que a remocao
mecanica da mucosa preservou a camada detrusora, sem produzir danos aparentes.

Em seguida, avaliamos as respostas contrateis a estimulacéo elétrica de campo
(EFS; 1-32 Hz), ao agonista muscarinico carbacol (101° a 10 M), ao agonista do receptor
P2X a,B-metileno ATP (1-10 uM) e ao Ca?* extracelular (10 a 10"t M) em bexigas obtidas
de camundongos controle e expostos a MGO.

A aplicacdo de EFS (1 a 32 Hz) produziu contragdes dependentes da frequéncia
nos grupos controle e MGO (Figura 9B). No grupo controle, a remocdo do urotélio e
suburotélio ndo afetou significativamente as respostas contrateis da bexiga ao EFS em
qualquer frequéncia avaliada; no entanto, no grupo MGO, as respostas contrateis ao EFS foram
significativamente maiores do que no grupo controle, independentemente da bexiga estar
intacta ou ndo (p < 0,05; Figura 9B).

A adicdo cumulativa de carbacol (102° a 10 M) produziu contracdes dependentes
da concentracdo nos grupos controles e MGO (Figura 9C). No grupo controle, a remocao do
urotélio e suburotélio ndo afetou significativamente as contragdes da bexiga induzidas pelo
carbacol. A exposicdo a0 MGO também ndo alterou significativamente as contracGes
induzidas por carbacol em prepara¢des com a bexiga intacta, mas aumentou significativamente
as contracbes em bexiga denudada (p < 0,01; Figura 9C). A poténcia do carbacol foi
significativamente menor em bexiga denudada do grupo MGO (5,79 + 0,11; p < 0,05) em
comparagdo com os outros grupos (6,16 £ 0,13, 6,12 + 0,14 e 6,27 £ 0,15 para controle-intacto,
MGO-intacto e controle-denudado, respectivamente).

Em relagdo ao a,p-metileno ATP, a adicdo ndo cumulativa deste agonista
purinérgico produziu respostas contrateis dependentes da concentragdo nos grupos controles
e MGO (Figura 9D). Comparado ao grupo controle, a exposicdo ao MGO aumentou
significativamente as respostas contrateis ao a,f-metileno ATP, fendmeno este observado
tanto em bexigas intactas como naquelas sem mucosa (p < 0,05; Figura 9D).

A adicdo cumulativa de CaCl, extracelular (10° a 10 M) em meio totalmente
desprovido deste ion causou contracdes da bexiga dependentes da concentracdo da solucao
nos grupos controle e MGO (Figura 9E). No grupo controle, a remogéo da mucosa aumentou
significativamente as contracbes da bexiga. A exposi¢do ao MGO aumentou as contragdes

induzidas por CaCl, nas preparagdes de bexiga intacta comparado ao grupo controle-intacto



57

(p < 0,05), sendo que as contragcdes permaneceram aumentadas nas preparacfes desnudadas
de mucosa (Figura 9E).
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Figura 9. Efeitos do tratamento com metilglioxal (MGO) nas contra¢cfes da bexiga intacta e
sem mucosa. O painel A mostra imagens histologicas representativas de bexigas intactas,
indicando a presenca de urotélio, suburotélio e masculo liso detrusor, enquanto na bexiga
denudada apenas o detrusor é observado. Os painéis B, C, D e E mostram as contracdes
induzidas por estimulagdo de campo elétrico (EFS; 1 a 32 Hz), carbacol (10°a 10* M), a, B-
metileno-ATP (1, 3 e 10 uM) e Ca?®" extracelular (10 a 10 M), respectivamente. Os dados
s8o expressos como média + EPM (6 a 10 ratos por grupo). *p < 0,05 em comparagao com 0s
respectivos grupos controle-intactos; “p < 0,05, #p < 0,05, **p < 0,001 em comparagio com
0s respectivos grupos de controle denudados. No painel A, o urotélio, o suburotélio e o
musculo liso detrusor sdo designados como U, SU e D, respectivamente. As barras pretas
(canto inferior direito) do painel A representam uma escala de 200 pum (objetiva 4x).

No proximo passo da pesquisa buscamos identificar os possiveis alvos em que 0
MGO poderia estar agindo a fim de levar ao perfil de hiperatividade (in vivo) e
hipercontratilidade detrusora (in vitro). Como ilustrado na Figura 10, investigamos se as
alteracOes decorrentes do tratamento cronico com MGO e, consequentemente, a formacéo de
AGEs (1) poderiam conduzir a modificagdes tanto no urotélio quanto no detrusor (2). No que
se refere as células uroteliais, elegemos 0 TRPAL1 (3) e 0 RAGE (3 e 4) como alvos de

interesse. J& no masculo detrusor, além do RAGE, analisamos a geracéo de EROs e a ativagao
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do sistema Rho-quinase como possiveis vias de acdo (4), para verificar nossa hipotese de que
o tratamento com MGO leva & hiperatividade vesical pela ativagéo dessas vias (5).

1)

MGO

®—)— @ 1

Protein
2)

Urotélio

Musculo Detrusor

Figura 10: Esquematizag3o dos alvos de agio do metilghioxal (MGO) em potencial na bexiga
de ammmais submefidos ao tratamento crénico com este composto.
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4.1.1 Ativagdo do TRPAL pelo MGO induz fenédtipo de bexiga hiperativa em
fémeas

Com o proposito de investigar se o tratamento cronico com MGO ativa 0 TRPAL,
buscamos inicialmente evidéncias de alteracGes na expressdo proteica deste canal na bexiga.
Observamos um aumento significativo na expressao proteica do TRPAL no grupo MGO em
comparacdo ao controle (p < 0.01; Figura 11A) no urotélio. A imuno-histoquimica revelou
forte marcacdo para TRPA1 no grupo MGO, presente principalmente no urotélio, ao passo

gue no grupo controle notamos apenas marcacdo fraca para TRPAL no urotélio (Figura 11B).
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Figura 11. Expressédo proteica e imuno-histoquimica de TRPAL na bexiga de animais controle
ou tratados com metilglioxal (MGO 0,5% por 12 semanas). O painel A mostra a expressao
proteica através de analise western blotting. O painel B apresenta imuno-histoquimica para
TRPAL, destacando imunocoloragdo negativa (auséncia de sinal de anticorpo), bem como
imunocoloracdo nos grupos controle e MGO. A imunocoloracdo positiva € observada nas
regides urotelial (U) e suburotelial (SU) da bexiga. Os dados sdo expressos como média *
EPM (n = 7-8 animais por grupo). ** p < 0,01) em compara¢do com o grupo controle (teste t
ndo pareado). As barras pretas nos painéis C (canto inferior direito) representam uma escala
de 10 um (objetivas x20 e x40). As setas pretas indicam a imunocoloragdo do TRPAL.
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Com o intuito de investigar se o canal TRPAL esta implicado na hiperatividade
vesical induzida pelo MGO, realizamos o ensaio de cistometria de enchimento, empregando o
antagonista seletivo do TRPA1, HC 030031, por meio de infusdo continua. Para tanto, cada
grupo (controle ou MGO) foi aleatoriamente dividido em trés subgrupos: (i) infusdo continua
de salina, (ii) infusdo continua de veiculo (0.001% de DMSO) e (iii) infusdo continua de HC
030031. Foram analisados os seguintes parametros: frequéncia de micc¢do (Figura 12B),
capacidade da bexiga (Figura 12C), volume de mic¢do (Figura 12D), complacéncia (Figura
12E), presséo basal (Figura 12F), pressdo limiar (Figura 12G) e pressdo maxima (Figura 12H).

Na Figura 12A, apresentamos 0s cistometrogramas representativos de cada
subgrupo, mostrando micgBes regulares no grupo controle (recebendo salina ou veiculo) e
miccdes alteradas no grupo MGO, as quais foram normalizadas pelo tratamento com HC
030031. No grupo controle ndo houve diferenca significativa em nenhum dos parametros
medidos em relacdo a infusdo de HC 030031 ou de veiculo. Porém, no grupo MGO, observou-
se um aumento significativo na frequéncia de mic¢éo (p < 0,001; Figura 12B) e diminuic¢des
significativas na capacidade da bexiga (Figura 12C), no volume de miccao (Figura 12D)) e na
complacéncia da bexiga (Figura 12E), sem alteracGes nas pressdes basal, limiar e de pico
(Figura 12F, G, H), quando comparado ao grupo controle, evidenciando um perfil de
hiperatividade da bexiga. A infusdo continua de HC 030031 no grupo MGO reduziu
significativamente os parametros de frequéncia de miccdo (p < 0,001), e aumentou a
capacidade da bexiga (p < 0,01), volume de miccéo (p < 0,001) e complacéncia (p < 0,001).

Né&o foram observadas alteracfes nas pressdes basal, limiar e de pico pelo HC 030031.
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Figura 12. Efeito da infusdo continua do antagonista seletivo TRPA1, HC 030031, nos
pardmetros cistométricos em animais controle e tratados com metilglioxal (MGO 0,5% por 12
semanas). O Painel A mostra cistometria representativa da infusdo de solucdo salina, veiculo
(DMSO 0,001%) e HC 030031 (1 nmol/min) por 1 hora na bexiga. Os painéis de B a H
mostram frequéncia de miccdo, capacidade da bexiga, volume de mic¢do, complacéncia,
pressdo basal, presséo limiar e pressao de pico, respectivamente. Os dados sdo expressos como
média + SEM (n = 5-7 animais por grupo). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 em comparacao
com o respectivo grupo de controle, #p < 0,05, #p < 0,01, **p < 0,001 em comparagdo com o
grupo de solugdo salina MGO e p < 0,05, 4p < 0,01, ¥%4p < 0,001 comparado ao grupo
veiculo MGO (ANOVA de uma via, seguida do teste de compara¢Ges multiplas de Dunnett
para comparagdo com o grupo controle; o teste de comparacdes multiplas de Bonferroni foi
utilizado para comparar todos 0s grupos). As setas no painel A indicam picos de miccao.
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Em experimentos separados, incubamos tiras de bexigas intactas com HC 030031
(30 min, 10 uM) ou veiculo (DMSO 0,001%), submetendo-as posteriormente & contracao
induzida por EFS e carbacol. O objetivo foi de confirmar se a ativacdo do TRPAL pelo MGO
contribui para o detrusor hiperativo (Figura 9). Os resultados estdo apresentados na Tabela 2
e Figura 13. Para EFS, a incubagdo com HC 030031 reduziu de modo significativo a resposta
contratil no grupo MGO, particularmente nas frequéncias de 4 a 32 Hz, sem alterar a resposta
no grupo controle (Figura 13 A, B). Em relacéo ao carbacol (Figura 13 C, D, E), o HC 030031
também reduziu de modo significativo a resposta contratil a este agonista no grupo MGO, sem
modificar a do grupo controle. A incubacdo com veiculo ndo alterou a resposta contratil
induzida por EFS ou carbacol nem no grupo controle nem no grupo MGO. N&o observamos

diferencas significativas na poténcia (pEC50) ao carbacol nos grupos avaliados (Tabela 2).
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Figura 13. Efeito da incubacdo do antagonista seletivo de TRPA1, HC 030031 (10 uM), e
veiculo (DMSO 0,001%) por 30 minutos, nas contragdes induzidas por estimulacdo elétrica
de campo (EFS) e carbacol em tiras intactas de bexiga obtidas de animais controles ou tratados
com metilglioxal (MGO 0,5%, 12 semanas). Os painéis A e B mostram as contracGes
induzidas por EFS (1-32 Hz) e os painéis C e D mostram a resposta ao carbacol (10" a 3x10°
> M). O painel E mostra a resposta maxima (Emax) ao carbacol. Os dados sdo expressos como
média £ EPM (n = 7 animais por grupo). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 comparado ao
veiculo (DMSO 0,001%) do mesmo grupo. # p < 0,05 comparado ao veiculo do grupo MGO
(teste t ndo pareado e ANOVA de uma via seguido de Tukey).



63

Tabela 2- Resposta contréatil induzida por estimulacéo elétrica de campo (EFS; 1-32 Hz) e
carbacol em bexigas obtidas de animais controles ou tratados cronicamente com metilglioxal
(MGO 0.5% 12 semanas).

Resposta contratil (mN/mg) por grupo

Controle MGO Controle MGO
Frequéncia + + + +
veiculo veiculo HC 030031 HC 030031
1Hz 017003  034+003"  025+0,16 0,26+ 0,04
2 Hz 0274003  049+004" 036002 0,34 £ 0,05
4Hz 054+002  0,78+004™  060£004 0,48 +0,06%
8Hz 0,84 £ 0,02 1,16 + 0,06 092+008 0,70 + 0,08
16Hz 1,10 + 0,03 1,42 + 0,08 123+0,09 0,84 % 0,097
32Hz 1,23 + 0,04 1,47 +0,09" 1474009 0,87+ 0,08
Emax ao 0,81 + 0,08 0,01 + 0,06 0,82 + 0,06 0,60 + 0,04*
carbacol
PECS0a0 e he1011 508+006 6,090,110 5,85 0,08
carbacol

Os dados sdo expressos como média = EPM (n = 7 animais por grupo). *p < 0,05, **p < 0,01,
comparado ao grupo controle veiculo; # p < 0,05, #p < 0,01, *#p < 0,001 comparado ao grupo
MGO veiculo; ANOVA de uma via seguido de Tukey
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412 Papel da via MGO-AGE-RAGE-EROs na hipercontratilidade

detrusora

Com o propésito de investigar se o tratamento com MGO ao longo de 12 semanas
induziria um aumento na expressdao de RAGE na bexiga, realizamos ensaios de RT-PCR e
imuno-histoquimica. Para a avaliagdo do conteudo de RAGE, utilizamos pulmdes de
camundongos saudaveis como controle positivo, visto que o RAGE neste tecido € também
visualizado em condicdes fisiologicas®. De fato, a imuno-histoquimica mostrou claramente a
presenca de imunocoloracdo para RAGE nos pulmdes de camundongos, principalmente nas
regibes peribronquiolares e perivasculares (Figura 14A). Na Figura 14B, séo apresentados
controles negativos de imunocoloracdo, nos quais ndo ha a presenca do anticorpo primario,
em amostras de bexiga.

Nas bexigas obtidas de animais controles, a imunorreatividade para RAGE foi
observada apenas no urotélio (Figura 14C). Entretanto, no grupo tratado com MGO, observou-
se intensa imunorreatividade para RAGE, ndo somente no urotélio como também no detrusor,
além de ser detectada no proprio endotélio vascular de vasos irrigando o detrusor e a lamina
propria (Figura 14D).

A anélise das expressdes de mMRNA de RAGE nos tecidos da bexiga revelou uma
expressao significativamente maior no grupo MGO em comparacdo ao controle (p < 0,01;
Figura 14E).
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Figura 14. Imunocoloragdo e expressao de mRNA de RAGE em camundongos controle e
tratados com metilglioxal (MGO). O painel A mostra a imuno-histoquimica para RAGE em
pulmdes de camundongos saudaveis (coloragdo marrom), como controle positivo, detalhando
0 epitélio brénquico (BE) e os vasos sanguineos (BV). O painel B mostra o controle negativo
(omissdo de anticorpo) na bexiga, detalhando o urotélio (U), suburotélio (SU), Iamen (L) e
masculo liso detrusor (D). Os painéis C e D mostram, respectivamente, a imunorreatividade
para RAGE na bexiga dos grupos controle e MGO. Os trés subpainéis do painel D (grupo
MGO) detalham a imunocoloracdo para RAGE nos vasos que irrigam o detrusor e o urotélio,
bem como na camada superficial do urotélio e nos vasos do sub-urotélio. Na bexiga dos
camundongos controle, a imunorreatividade do RAGE foi observada apenas no urotélio,
enquanto no grupo MGO, uma forte imunorreatividade do RAGE foi observada no urotélio,
detrusor e endotélio vascular. As barras pretas nos painéis A a D (canto inferior direito)
representam escalas de 200 um (objetiva 4x), 100 pm (objetiva 10x), 50 um (objetiva 20x) e
25 um (objetiva 40x%). O painel E mostra as expressoes de mRNA de RAGE em tecidos da
bexiga com dados expressos como média £ EPM de unidades arbitrérias (au; **p < 0,01 em
comparagdo com controle, n = 6).



66

Diante desses dados mostrando aumento na expressao de RAGE na bexiga de
animais tratados com MGO, nosso proximo passo foi investigar se a ativacdo do eixo MGO-
AGE-RAGE contribuiria para o aumento da formacdo de EROs na bexiga dos camundongos
(Figura 15A). Para tanto, utilizamos o corante fluorescente DHE em sec¢des frescas da bexiga,
quantificando a marcacao no urotélio (Figura 15B) e no musculo detrusor (Figura 15C). Em
comparagdo com o grupo controle, a exposi¢do ao MGO resultou em um aumento significativo
dos niveis de EROs (Figura 15A), detectados tanto no urotélio (p < 0,05; Figura 15B) quanto
no masculo liso detrusor (p < 0,001; Figura 15C).
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Figura 15. O tratamento com metilglioxal (MGO) aumenta os niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs) no urotélio e no musculo liso detrusor. O painel A mostra imagens
representativas da geracdo de EROs através da fluorescéncia induzida por corante diidroetidio
(DHE) no urotélio e no muasculo liso detrusor nos grupos controle e MGO (20x%). Os painéis B
e C mostram dados quantitativos dos niveis de EROs no urotélio e no masculo liso detrusor
em ambos o0s grupos (n = 8). Os dados sao expressos como média £ EPM. *p < 0,05, ****p <
0,0001 em comparagdo com o grupo controle. A barra branca no painel A (canto superior
direito) representa uma escala de 100 um (objetiva 20x%).
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Com base nesses dados, investigamos em seguida o efeito do tratamento crénico
com MGO sobre a atividade da SOD na bexiga. Nossos dados revelaram que o tratamento
crénico com MGO provocou uma diminuicdo significativa na atividade da SOD, quando

comparada ao grupo controle (p < 0,01; Figura 16A).

w
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Controle MGO

Figura 16- Atividade da superdxido dismutase (SOD) em bexigas de animais controles ou
tratados cronicamente com metilglioxal (MGO 0,5%, 12 semanas). Os dados sdo expressos
como media + SEM (n = 5-9 animais por grupo). ** p < 0,01 em comparagdo com 0 grupo
controle (teste T ndo pareado).

Com o objetivo de compreender a natureza da hipercontratilidade detrusora in
vitro (veja Figura 9), passamos a investigar se a ativacao da via AGE-RAGE-EROs pelo MGO
na parede vesical afeta a atividade da Rho-GTPase, contribuindo para aumento da
sensibilidade ao célcio.

Em um primeiro conjunto de experimentos, realizamos ensaios de RT-PCR para
avaliar a expressao dos canais de calcio tipo L (Cacnl) e dos componentes do sistema Rho-
quinase nas bexigas de animais expostos ao MGO. A anélise de gPCR revelou que a exposicao
ao MGO resultou em um aumento significativo das expressées de MRNA dos canais de célcio
tipo L, RhoA, ROCK1 e ROCK2, quando comparadas ao grupo controle (p <0,05; Figura
17A-D).
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Figura 17. O tratamento com metilglioxal (MGO) aumenta as expressdes de mRNA dos
canais de Ca?* tipo L (A), RhoA (B), ROCK1 (C) e ROCK 2 (D) em bexiga intacta. Os dados
sd0 expressos como média £ EPM paran = 7. *p < 0,05, **p < 0,01 em comparagdo com 0
grupo controle.

Por fim, investigamos a possibilidade de que o aumento das contracdes da bexiga
em camundongos expostos ao MGO estivesse relacionado a uma maior producdo de EROs e
a ativacdo do sistema Rho-quinase no musculo liso detrusor. Para isso, foram realizadas
preparacOes desnudadas de mucosa pré-incubadas por 30 minutos com PEG-SOD (87 Ul/ml)
ou com o inibidor da Rho-quinase Y27632 (1 uM).

No grupo de controle, nas concentracdes utilizadas, tanto de SOD quanto de
Y27632 ndo afetaram as contra¢des induzidas por EFS, carbacol, a,B-metileno ATP e CaCl;
(Figura 18 A, C, E, G). No entanto, no grupo MGO, a pré-incubac¢do com SOD ou Y27632
reduziu de modo significativo as contragGes da bexiga em resposta a EFS, carbacol e a,p-
metileno ATP (Figura 18B, D, F). No grupo MGO, o aumento das contrac¢Oes induzidas por
CaClz nao foi afetado pela pré-incubacdo com SOD, mas foi normalizado pelo Y27632 (Figura
18H).
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Figura 18- Efeito da superdxido dismutase (PEG-SOD; 87 Ul/ml) e do inibidor de Rho-
quinase Y27632 (1 uM) em bexigas desprovidas de mucosa / urotélio obtidas de animais
controles ou tratados com metilglioxal (MGO 0,5%, 12 semanas). Os painéis A, C, E e G
mostram as respostas contrateis induzidas por estimulacéo elétrica de campo (frequéncia),
carbacol, o,B-metileno-ATP (1pM) e Ca?* extracelular em camundongos controle,
respectivamente. Os painéis B, D, F e H mostram as contragbes induzidas pelos mesmos
estimulos em camundongos tratados com MGO. Os dados sdo expressos como média + SEM
(n =5-6 por grupo). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 em comparagdo com preparacdes nao
tratadas. #p < 0,05 comparado ao grupo MGO + SOD
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4.2. Abordagens terapéuticas para limitar o MGO: efeito da metformina em

camundongos machos

Avaliamos em seguida o potencial da metformina em blogquear as acfes
desencadeadas pelo MGO. Para abordar essa questdo, adotamos 0 mesmo desenho
experimental de tratamento de 12 semanas com MGO 0,5%, acrescido ou ndo de metformina
(300 mg/kg) nas dltimas 2 semanas (102 a 122 semana) utilizando camundongos machos.
Incluimos um grupo controle que nédo foi exposto ao MGO.

A Figura 19A confirma que os niveis séricos de MGO séo significativamente
maiores (p < 0,001) nos animais tratados com MGO em comparagdo com o grupo controle, 0s
quais foram significativamente reduzidos pelo tratamento com metformina. Os niveis séricos
de F-AGEs foram também maiores no grupo MGO em relacéo ao controle, havendo uma forte
tendéncia de reducdo dos mesmos nos animais tratados com metformina (Figura 19B).

No que diz respeito a expressao génica e a atividade da glioxalase, constatamos
que o tratamento com MGO resultou em reducdo significativa de ambos os parametros no
grupo MGO (p < 0,01), sendo tais reducdes revertidas pelo tratamento com metformina (p <

0,05 e p < 0,01, respectivamente; Figura 19C-D).
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Figura 19. O efeito do tratamento com metformina nos niveis séricos de metilglioxal (MGO)
painel A, niveis séricos de AGEs fluorescentes (F-AGESs) painel B, expressdo de mMRNA painel
C e atividade painel D de glioxalase 1 (GLO1) em bexigas de controles ou camundongos
tratados com MGO, machos. Os dados sdo expressos como média + EPM (n = 7-8 animais em
cada grupo). **p < 0,01, ***p < 0,001 em comparagio com o grupo controle; *p < 0,05, #p <
0,01, #p < 0,001 em comparagdo com o grupo MGO+MET. a.u., unidades arbitrarias.
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O conteudo de colageno foi significativamente maior no grupo MGO em
comparagéo ao controle (p < 0,01; Figura 20A, B), sendo que o tratamento com metformina

reverteu o conteido de colageno observado no grupo MGO.
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Figura 20. O tratamento com metformina restaura o conteudo do coladgeno no detrusor de
camundongos tratados com metilglioxal (MGO) aos niveis controles. Painel A mostra as
imagens histologicas da coloracédo de tricromico de Masson nos grupos controle, MGO e MGO
+ MET (escalas 20x e 10x para as imagens maiores e menores). O painel B mostra a relagao
coldgeno/masculo. Os dados sdo expressos como média £ EPM para n = 6 animais para o
grupo. **p < 0,01 em comparagdo com o grupo controle. *p < 0,01 em comparagio com o0
grupo MGO+MET.

Posteriormente, investigamos se o tratamento com metformina poderia melhorar
0 comportamento miccional dos animais sob tratamento com MGO. A avaliacdo do
comportamento miccional incluiu trés ensaios distintos: a coleta de urina (Figura 21), 0 ensaio
do papel de filtro (Figura 22) e a cistometria de enchimento (Figura 23).

Na coleta de urina, quantificamos o volume total de micgdo, o volume médio de
micc¢do, o numero de micges, o intervalo entre micgdes e a gravidade especifica adquirida
durante a coleta (Figura 21A-E). Observamos aumentos significativos no volume total de
miccOes e no volume médio de micgdes no grupo MGO em comparagdo com 0s animais
controle (p <0,05), sendo esses efeitos totalmente revertidos pelo tratamento com metformina
(Figura 21A, B). No entanto, o niumero de micges, os intervalos entre micgdes e a gravidade

especifica ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Figura 21C, D e E).
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Figura 21. Parametros de coleta de urina em animais controle, tratados com metilglioxal
(MGO) e tratados com MGO + metformina (MET). Os painéis de A a E mostram,
respectivamente, volume total de micgdes, volume médio de micgBes, nimero de micces,
intervalo entre miccdes e gravidade especifica. Os dados sdo expressos como média £ EPM
para n = 6-7 animais por grupo. *p < 0,05 comparado ao grupo controle; **p < 0,01 em
comparagdo com o grupo controle, #p < 0,05 em compara¢do com o grupo MGO+MET.

A Figura 22 apresenta os resultados da anélise do comportamento miccional
usando a técnica do papel de filtro. No Painel 22A, mostramos papel de filtro representativo
dos comportamentos miccionais nos trés grupos estudados.

Comparados ao grupo controle, os camundongos tratados com MGO apresentaram
aumentos significativos no volume total de micgdes (p <0 ,05; Figura 22B) e no volume médio
de miccgoes (p < 0,05; Figura 22C), ndo havendo alteragdes nem no nimero de micgdes (Figura
22D) nem na area de miccdo primaria (Figura 22E). Além disso, cerca de 95% das manchas
de micgao dos camundongos do grupo MGO ocorreram nos cantos (Figura 22E). O tratamento
com metformina normalizou o volume total de micc¢Ges e 0 volume médio de micgbes em

camundongos tratados com MGO, sem modificar 0s outros parametros.
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Figura 22. Anélise do comportamento de miccdo através da técnica de papel de filtro em
animais controle, tratados com metilglioxal (MGO) e tratados com MGO + metformina
(MET). Os painéis de A a G mostram, respectivamente, imagens de micc¢ao no papel de filtro,
volume total de mic¢do, volume médio de micgdo, numero de micgdes, % de nimero de
miccles nos cantos, % de area de miccdo primaria e curva padrdo area-volume. Os dados sao
expressos como meédia £ EPM para n = 6-7 animais por grupo. *p < 0,05 comparado ao grupo
controle; #p < 0,05 comparado ao grupo MGO+MET.
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Os dados da cistometria de enchimento séo apresentados na Figura 23. No Painel
23A, exibimos os tracados cistométricos representativos para os trés grupos de animais. A
miccdo em camundongos tratados com MGO foi caracterizada por aumentos significativos (p
<0,05) na pressdo basal, frequéncia de contracdes ndo miccionais (CNMs), capacidade da
bexiga, pressdo intermiccional, pressao oscilatéria intermiccional média e volume residual
(Figura 23B-G).

A eficiéncia da miccdo em animais tratados com MGO foi reduzida em 40% (p <
0,05) em comparagdo com o grupo controle (Figura 23H). O tratamento com metformina
normalizou essas alteragdes no grupo MGO. Os demais parametros cistométricos (presséo
limiar, pressdo maxima, frequéncia de micgdo, volume miccional, intervalos entre micgdes e
complacéncia vesical) ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Figura 23I-
N).
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Figura 23. Efeito do tratamento com metformina (MET) nas alteracdes cistométricas em
camundongos tratados com metilglioxal (MGQO). Os painéis de A a N mostram,
respectivamente, registros cistométricos representativos (A), pressdo basal (B), frequéncia de
contragdes ndo miccionais/min (CNMs; C), capacidade da bexiga (D), pressao intermicturagéo
(E), pressdo oscilatéria média (F), volume residual (G), eficiéncia de miccdo (H), pressdo
limiar (1), pressdo de pico (J), volume miccional (K), intervalo entre micgdes (L),
complacéncia (M) e frequéncia de miccdo (N). Os dados sdo expressos como média = EPM

para n = 4-6 animais por grupo. *p < 0,05 comparado ao grupo controle; *p < 0,05 comparado
ao grupo MGO+MET. As setas no painel A indicam picos de miccéo.
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Por fim, investigamos se o tratamento com metformina reduz as alteracdes de
contratilidade in vitro em animais tratados com MGO. Observamos que as respostas contrateis
ao carbacol (10° a 3x10®° M; Figura 24A) e EFS (1-32 Hz; Figura 24B) foram
significativamente maiores nas bexigas, intactas com a presenca do urotélio, dos camundongos
tratados com MGO em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

O tratamento com metformina normalizou essas respostas contrateis aos niveis do
grupo controle. Além disso, as respostas contrateis ao a,f-metileno-ATP (1, 3 e 10 puM)
também foram significativamente maiores no grupo MGO, sendo esse efeito normalizado pelo
tratamento com metformina (Figura 24C). Nao observamos diferencas significativas nas

contracgdes induzidas por KCI (80 mM) entre os grupos estudados (Figura 24D).
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Figura 24. Tratamento com metformina (MET) reverte a hipercontratilidade detrusora in vitro
em bexigas, intactas com a presenca do urotélio, de camundongos tratados com metilglioxal
(MGO). Os painéis A, B, C e D mostram as respostas contrateis ao carbacol, EFS, of3-
metileno-ATP e KCI (80 mM), respectivamente. Observe que os valores de pECso para
carbacol (inserido no interior do painel A) ndo diferiram entre os grupos. Os dados sdo
expressos como média £ EPM para n = 7-8 animais por grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001 em comparagdo com o grupo controle; #p < 0,05, **p < 0,001 em comparag¢éo com 0
grupo MGO+MET.
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4.2.1 Abordagens terapéuticas para limitar o metilglioxal: efeito do ALT-711
em camundongos controles e obesos deficientes de leptina, machos e fémeas

Como objetivo final deste estudo, buscamos elucidar os efeitos do MGO em
animais que apresentam condi¢fes de obesidade e diabetes. Para alcangar esse objetivo,
optamos por utilizar um modelo animal de DM2, especificamente, o camundongo deficiente
de leptina ob/ob. Esses animais sdo caracterizados por hiperglicemia, hiperfagia e
desenvolvimento de obesidade®®?2°. Em seguida, nosso objetivo foi investigar os efeitos
ALT-711 sobre as alteracdes vesicais, pois essa droga é descrita como capaz de inativar 0s
AGEs, sem afetar os niveis de glicose!041%,

Camundongos ob/ob, machos e fémeas, foram tratados ou ndo com ALT-711 (1
mg/kg) por 8 semanas, utilizando-se como controle um grupo de animais magros (wild-type).
Na Figura 25, mostramos os dados do peso corporal dos animais e parametros glicémicos no
final do tratamento. O peso corporal em machos e fémeas ob/ob foi marcantemente maior em
comparacdo com o respectivo grupo magro (p < 0,001; Figura 25A). Nos grupos magros, foi
observada uma pequena (mas significativa) reducdo no peso corporal das fémeas em
comparagdo com os camundongos machos (p < 0,05). ALT-711 ndo alterou o peso corporal
nos camundongos ob/ob.

Os niveis de glicose em jejum foram significativamente maiores em camundongos
ob/ob machos e fémeas (p < 0,001 e p < 0,05, respectivamente) em comparacdo com 0
respectivo grupo magro (Figura 25B). Camundongos ob/ob machos apresentaram nivel de
glicose 33% maior em comparagdo com o grupo ob/ob fémea (p < 0,05). O tratamento com
ALT-711 ndo alterou significativamente os niveis de glicose em jejum em camundongos ob/ob
machos e fémeas (Figura 25B).

Em seguida, realizamos testes de tolerancia a insulina onde os niveis de glicose
foram avaliados dentro de 20 a 30 minutos ap6s uma injecdo intraperitoneal de insulina (1,0
U/kg; Figura 1C) e calculamos a area sob a curva (AUC; Figura 25D) e os valores de Kitt
(como indice de resisténcia a insulina; Figura 25E). Os valores de AUC do teste de tolerancia
a insulina foram maiores em camundongos ob/ob machos e fémeas em comparagdo com 0s
grupos magros. Os valores de AUC em fémeas ob / ob foram menores em comparagdo com
camundongos machos ob/ob (p <0,001; Figura 25D). Entretanto, o tratamento com ALT-711
néo interferiu significativamente nos valores de AUC nos grupos ob/ob.

Os valores de Kitt foram significativamente menores em camundongos ob/ob

machos e fémeas em comparagdo com 0 grupo magro, revelando resisténcia a insulina nos
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animais obesos (Figura 25E). O tratamento com ALT-711 ndo afetou significativamente os
valores de Kitt em camundongos ob/ob (Figura 25E).
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Figura 25. Peso corporal (A), glicemia de jejum (B), sensibilidade a insulina (C), area sob a
curva (AUC; area under the curve) para o teste de sensibilidade a insulina (D) e valores de
Kit (E) em camundongos machos e fémeas wild-type (magros) e ob/ob (obesos). Animais
ob/ob foram tratados ou ndo com alagebrium (ALT-711). Os dados sdo expressos como média
+ EPM (n =13 a 18 animais para peso corporal no painel A; e n = 5-7 animais por grupo para
parametros glicémicos mostrados nos painéis B a E). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 entre
grupos (ANOVA duas-vias, seguida de comparac¢Ges maltiplas pelo teste post-hoc de Tukey);
*n < 0,01 em comparacdo com o respectivo grupo macho (ANOVA duas-vias, seguida pelo
teste de comparacBes multiplas de Bonferroni).
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Posteriormente, procedemos a avaliacdo dos niveis séricos de MGO e F-AGEs em
camundongos controles e ob/ob. Observou-se que 0s niveis séricos de MGO foram
significativamente elevados tanto em camundongos ob/ob machos (p < 0,001) quanto em
fémeas (p < 0,05) em compara¢do com 0s grupos magros (Figura 26A). Notavelmente, os
niveis de MGO no grupo ob/ob macho (e no grupo ob/ob + ALT-711, macho) foram
significativamente maiores aos observados no respectivo grupo ob/ob fémeas (p < 0,01). No
entanto, o tratamento com ALT-711 reduziu de forma significativa os niveis elevados de MGO
tanto em camundongos ob/ob machos quanto em ob/ob fémeas (Figura 25A).

Adicionalmente, os niveis séricos de F-AGEs mostraram-se significativamente
elevados em camundongos ob/ob machos (p < 0,001) e fémeas (p < 0,01) em relacdo aos
grupos magros (Figura 26B), notando-se aqui que ndo houve diferencas estatisticas entre
camundongos machos e fémeas ob/ob para este parametro. No entanto, o tratamento com
ALT-711 resultou em reducdo significativa nos niveis de F-AGEs em camundongos ob/ob,
independentemente do sexo. Curiosamente, no grupo ob/ob + ALT-711, os niveis de F-AGEs
nas fémeas foram ainda mais baixos em comparagcdo com o grupo ob/ob machos (p < 0,01;
Figura 26B).
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Figura 26. Niveis de metilglioxal (MGO; A) e produtos finais de glicacdo avancada
fluorescentes (F-AGEs; B) em soro de camundongos machos e fémeas wild-type (magros) e
ob/ob (obesos). Animais ob/ob foram tratados ou ndo com alagebrium (ALT-711). Os dados
séo expressos como média + EPM (n = 4-9 animais em cada grupo). *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001 entre grupos (ANOVA duas-vias, seguida de compara¢Ges multiplas pelo teste
post-hoc de Tukey). #p < 0,01 em comparagdo com o respectivo grupo macho (ANOVA duas-
vias, seguida pelo teste de compara¢des multiplas de Bonferroni). a.u., unidades arbitrérias.
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Determinamos o contetdo total dos AGEs na bexiga avaliando os seguintes AGEs:
dimero de lisina derivado de glioxal (GOLD), dimero de lisina derivado de metilglioxal
(MOLD), dimero de lisina derivado de 3-desoxiglucosona (DOLD), 3-desoxiglucosona (3-
DG), N-épsilon-(carboximetil) lisina (CML), N-épsilon-(1-carboxietil) lisina (CEL),
Utilizamos um ensaio colorimétrico para a quantificacdo e os resultados estdo representados
na Figura 27A.

Paralelamente, avaliamos o conteudo de MG-H1 por meio de western blotting e
imuno-histoquimica, e os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 26B e C,
respectivamente. O grupo ob/ob, machos e fémeas, exibiu niveis marcantemente elevados dos
AGEs totais (Figura 27A) e MG-H1 (Figura 27B) na bexiga em comparacdo com 0 grupo
magro, os quais foram reduzidos pelo tratamento com ALT-711. A imunocolora¢io de MG-
H1 foi realizada nas bexigas para indicar a localizagdo de MG-H1 (Figura 27C). Nos grupos
magros, a imunomarcacdo de MG-H1 ndo foi detectada na bexiga de camundongos machos,
enquanto o grupo das fémeas apresentou coloracao discreta de MG-H1. Comparado aos grupos
magros, no grupo ob/ob, 0 MG-H1 foi corado com maior intensidade no urotélio e no musculo
liso do detrusor. O tratamento com ALT-711 reduziu a imunocoloracdo MG-H1 em grupos

ob/ob machos e fémeas (Figura 27C).



81

O Magro
A) H ob/ob
10 O ob/ob +ALT-711 | C) MG-H1
E gl Py ob/ob ob/ob + ALT-711
o &y |7 7
2 ¢ & [
© N
2 g | Al
o = ; g
< : :
2 ;
0 » /! :
Machos Fémeas E X 2
B) 2.0 o A
0 ’ o
[=] P
£15 - 10
8 ol
- 8 G g =
T 210 T, Marcagao (-)
[R5 -
z 0
805
2
®
e

S
<

Machos Fémeas

Figura 27. Niveis de AGEs totais (A), expressao proteica de hidroimidazolona 1 derivada de
metilglioxal (MG-H1; B) e imunocoloracdo para MG-H1 (C) em bexiga de camundongos
machos e fémeas, magros, obesos (ob/ob) e obesos ob/ob tratados com alagebrium (ALT-711).
Em (A), os niveis de AGEs total consistindo em N-épsilon-(carboximetil) lisina (CML),
dimero de lisina derivado de glioxal (GOLD), N-épsilon-(1-carboxietil) lisina (CEL), lisina
derivada de metilglioxal dimero (MOLD), dimero de lisina derivado de 3-desoxiglucosona
(DOLD) e 3-desoxiglucosona (3-DG) foram medidos usando um ensaio colorimétrico. Em
(B), os niveis de proteina de MG-H1 foram analisados por western blotting. Os dados sdo
expressos como média £ EPM (n = 5-7 animais em cada grupo). *p < 0,05, ***p < 0,001 entre
grupos (ANOVA duas-vias, seguida de comparacGes multiplas pelo teste post-hoc de Tukey).
Em (C), a imuno-histoquimica do MG-H1 mostra imagens representativas de cada grupo;
observe aqui que a coloracdo MG-H1 foi observada no urotélio (indicado por setas pretas) e
no musculo liso detrusor (indicado por x) em todos 0s grupos, exceto no grupo magro macho
que ndo apresentou coloracdo MG-H1. A coloragdo MG-H1 foi claramente aumentada nos
grupos ob/ob machos e fémeas em comparacdo com 0s outros grupos.
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Em seguida, procedemos a avaliagdo dos niveis de RAGE na bexiga por meio da
técnica de RT-PCR em tempo real (Figura 28A) e do ensaio ELISA (Figura 28B). Observou-
se um aumento significante na expressdio de mRNA do RAGE em camundongos ob/ob,
machos (p < 0,001) e fémeas (p < 0,01), quando comparados aos camundongos magros.

Ademais, notou-se que a expressdo de RAGE nos machos ob/ob foi superior a das
fémeas ob/ob (p < 0,05). Destaca-se que o tratamento com ALT-711 promoveu uma redugéo
significativa na expressao de RAGE nas bexigas de camundongos ob/ob, tanto machos quanto
fémeas, restaurando essa expressdo aos niveis observados no grupo magro (Figura 28A).
Paralelamente, constatou-se que os niveis de proteina RAGE estavam significativamente
elevados nas bexigas de machos e fémeas ob/ob em comparagdo com seus respectivos grupos
magros (p < 0,05). O tratamento com ALT-711 promoveu uma reducao significativa nesse
parametro (p < 0,001; Figura 28B).
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Figura 28. Expressaio de mRNA (A) e niveis de proteina de RAGE em bexiga de
camundongos, machos e fémeas (magros), ob/ob (obesos) e ob/ob tratados ou ndo com
alagebrium (ALT-711). Os dados s&o expressos como média + EPM (n = 5-8 animais em cada
grupo). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 entre grupos; “p < 0,05 em comparagdo com o0
respectivo grupo macho (ANOVA duas-vias, seguida de comparagdes multiplas usando o teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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A Tabela 3 mostra a atividade de GLO1 e GLO2 na bexiga. Nao houve diferencas
estatisticas entre os grupos de machos (magros e ob/ob). No entanto, em camundongos fémeas,
as atividades para ambas, GLO1 e GLO2, foram significativamente maiores em ob/ob em
comparagdo com o grupo magro (p < 0,001) ou com os grupos ob/ob machos (p < 0,05). O
tratamento com ALT-711 reduziu o aumento das atividades GLO1 e GLO2 em camundongos
fémeas ob/ob (p <0,001; Tabela 3).

Tabela 4. Atividade da glioxalase 1 (GLO1) e glioxalase 2 (GLO2) na bexiga nos grupos
magro, ob/ob e ob/ob tratado com ALT-711.

Grupos Atividade da QLOl Atividade da QLO2
(Ul/mg proteina) (Ul/mg proteina)
Machos Fémeas Machos Fémeas
Magro 1.10+0.03 0.98 £ 0.09 1.62 +0.16 1.38+0.12
ob/ob 1.05+0.09 1.38 + 0.12** 152 +0.13 2.15 + 0.15%**
ob/ob + ALT-711 1.07 £ 0.03 0.83 + 0.06%# 1.35+0.06 1.27 + 0.08%#

Os valores séo expressos como média + EPM de 5-6 animais/grupo. **p < 0,05, ***p < 0,01
em comparagdo com o grupo magro (fémeas). **p < 0,01 em comparagéo com fémeas do
grupo ob/ob (ndo tratado).

O consumo de agua durante os protocolos experimentais de 8 semanas nédo foi
diferente entre camundongos obesos (ob/ob) e magros (Tabela 4). No entanto, detectamos uma
diferenca entre 0s sexos na sexta semana de tratamento, onde o consumo de agua nos machos
(magro e ob/ob) foi significativamente maior do que nas fémeas correspondentes (p < 0,01;
Tabela 4).
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Tabela 5. Consumo de &gua (ml/camundongo/dia) durante protocolos experimentais de oito
semanas em camundongos magros e ob/ob, machos e fémeas. O grupo ob/ob foi tratado ou
ndo com ALT-711.

Semanas de Machos o s Fémeas ob
ob/o ob/o

tratamento Magro ob/ob ALT-711 Magro ob/ob ALT-711
0 3.5+0.48 29+0.13 3.4+0.38 3.6+£0.29 4.6 +£0.58 4.2+0.04
1 3.5+0.50 3.0+£0.57 3.7+0.19 3.0+£0.52 3.4+0.62 3.4+0.82
2 35+1.46 2.8+0.83 3.0+0.96 2.5+0.02 2.4+0.20 2.9+0.06
3 3.0+0.10 3.0+0.02 3.5+0.52 2.6 +0.10 2.6 £0.37 2.8+.0.63
4 2.7+0.45 27+0.70 2.6 +£0.51 25+0.15 3.3+0.67 2.7+0.01
5 3.9+0.95 29+0.43 3.0+0.21 2.9+0.95 2.9+0.13 2.9+0.60
6 5.8 £1.08% 6.2 +.34% 4.2+ 0.06%# 29+0.11 3.2+0.19 25+0.24
7 4.9+0.06 4.6 +0.04 3.6+0.13 2.8 +0.07 2.5+0.47 2.7+0.11
8 4.3+0.16 41+0.14 3.6+0.32 2.8+0.05 2.7+0.24 2.7+0.12

A ingestdo de dgua (ml/camundongo/dia) foi medida semanalmente durante protocolo experimental de
8 semanas em camundongos com idade entre 5 e 14 semanas. Tempo 0: Avalia¢cdo do consumo pré-
tratamento as 5 semanas de idade. Tempo de 1 a 8 semanas (animais com 6 a 14 semanas de idade).
Os dados séo expressos como média + EPM para 16 animais em cada grupo. ## p < 0,01, ###, p <
0,001 em comparagdo com os respectivos grupos de fémeas (ANOVA duas vias, seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni).

Observou-se que, em geral, o peso da bexiga foi menor nos camundongos fémeas
em comparacao aos machos em todos os grupos (p < 0,05; Figura 29). Entretanto, o peso da
bexiga em camundongos ob/ob, tanto machos quanto fémeas, ndo foi significativamente
diferente em comparagdo com os respectivos grupos magros. O tratamento com ALT-711 néo
modificou de modo significativo o peso da bexiga em nenhum dos grupos.
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Figura 29. Peso da bexiga de camundongos machos e fémeas magros e ob/ob (obesos) e em
animais ob/ob tratados ou ndo com ALT-711. Os dados s&o expressos como media = EPM (n
=9 — 17 animais por grupo para peso da bexiga). # P < 0,05 comparado ao respectivo grupo
masculino (ANOVA duas-vias, seguida de comparagfes multiplas usando o teste de
comparagOes multiplas de Bonferroni).
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Utilizando as coloracgdes Picrosirius Red (Figura 30A, B) e tricromico de Masson
(Figura 30C e D) procedemos a andlise do conteudo de colageno. A coloracdo Picrosirius Red
revela o colageno em roxo, o0 musculo detrusor em violeta e os nicleos em roxo azulado. Nos
grupos magros machos e fémeas, a proporcdo entre colageno e mdasculo foi de
aproximadamente 1:1 (Figura 30B), enquanto nos grupos ob/ob (tanto machos quanto fémeas),
essa propor¢do aumentou significativamente em relagdo aos grupos magros (p < 0,001). O
tratamento com ALT-711 nos camundongos ob/ob restabeleceu a proporcdo do contetdo de
colageno para cerca de 1:1 em ambos o0s sexos (p < 0,001).

A coloracéo tricromico de Masson revela o coldgeno em azul e o musculo em
vermelho. A analise do contetido de colageno por essa coloracao revelou uma proporcao de
aproximadamente 1:1 entre colageno e masculo no grupo magro. Houve um aumento
significativo nesta propor¢@o nos grupos ob/ob machos (p < 0,05) e fémeas (p < 0,001), que

foi restaurado para a proporcéo 1:1 nos camundongos tratados com ALT-711 (Figura 30C, D).
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Figura 30. Imagens representativas e quantificacao das proporcées de colageno: masculo liso
detrusor usando as colorac@es Picrosirius Red (A, B) ou Tricrdmio de Masson (C, D) em
bexigas de machos e fémeas de camundongos magros e ob/ob (obesos) ou ob/ob tratados ou
ndo com alagebrium (ALT-711). Na coloracdo Picrosirius Red, o conteido de colégeno é
exibido em roxo, o conteudo muscular em violeta e os nucleos corados em roxo azulado,
enquanto na coloragdo Tricromio de Masson, o colageno fica marcado em azul e o musculo
em vermelho. Os dados sdo expressos como média = EPM (n = 4-7 animais em cada grupo).
*p < 0,05, ***p < 0,001 entre grupos (ANOVA duas-vias, seguida de comparagdes multiplas
usando o teste post-hoc de Tukey).
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Por Gltimo, realizamos a anélise do comportamento miccional utilizando a técnica
do papel de filtro, e os resultados sdo apresentados na Figura 31. No Painel A, séo exibidas
imagens representativas do comportamento miccional nos trés grupos de estudo, tanto em
machos quanto em fémeas. Comparando com 0s grupos magros, 0s camundongos ob/ob
machos e fémeas apresentaram aumentos significativos no volume total de micgéo (p <0,05e
p < 0,001, respectivamente; Figura 31B) e no volume médio de mic¢do (p < 0,0001 e p <
0,001, respectivamente; Figura 31C), enquanto o numero de miccbes nao foi
significativamente afetado pela obesidade (Figura 31D).

O tratamento com ALT-711 ndo alterou o volume total de micgdo nos
camundongos ob/ob machos e fémeas (Figura 31B), mas normalizou o volume médio de
miccdo em ambos os sexos ob/ob (p < 0,0001 e p < 0,01, respectivamente; Figura 31C). Além
disso, o tratamento com ALT-711 em camundongos ob/ob machos e fémeas aumentou
significativamente a frequéncia de miccéo (numero de micgdes) em animais de ambos 0s sexos
(p < 0,001 e p <0,05; Figura 31D).

Para compreender o comportamento miccional mais profundamente, analisamos o
numero de micgdes de acordo com o volume de micgdo (Figura 31E e F). Os camundongos
magros apresentaram um maior nimero de mic¢Ges com volumes inferiores a 100 pl, ja os
camundongos ob/ob (machos e fémeas) demonstraram um padréo inverso, ou seja, elevado
namero de micgdes em volumes superiores a 200 pl (Figura 31E e F). O tratamento com ALT-
711 em camundongos ob/ob machos e fémeas normalizou o tamanho das micgdes para 0s

volumes observados no grupo magro (Figura 31E).
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Figura 31. Anélise do comportamento miccional em camundongos machos e fémeas magros,
ob/ob e ob/ob tratados com alagebrium (ALT-711). O Painel A mostra as imagens
representativas do papel de filtro. Os painéis de B a F mostram o volume total de miccGes,
volume médio de micgdo, nimero de micgdes, tamanho das mic¢des em machos e tamanhos
das miccOes em fémeas, respectivamente. Os dados séo expressos como media £ EPM (n = 7-
10 animais por grupo). *p < 0,05, *p < 0,01, ***p < 0,001 entre grupos (ANOVA duas vias,
sequido pelo teste de comparagdo multipla de Tukey). *p < 0,05, #p < 0,01 (painel B) em
comparagdo com o respectivo sexo macho grupos (ANOVA duas-vias, seguida pelo teste de
comparagOes multiplas de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos efeitos crénicos do MGO em camundongos fémeas

tratadas por 12 semanas

Neste estudo, objetivamos investigar os efeitos da administragéo crénica de MGO
na funcdo miccional e morfologia da bexiga. A questdo que norteou nossa investigacao foi a
possivel implicacdo desse composto na disfuncdo da bexiga em pacientes diabéticos. A
relevancia deste estudo € fundamentada pelo fato de que pacientes com diabetes e obesidade
apresentam niveis elevados deste composto, que talvez expliqguem as alteracdes funcionais e
moleculares do individuo®"3°,

Para abordar essa questdo, empregamos como estratégia inicial a administracéo
exdgena de MGO na &gua de beber de camundongos ao longo de 12 semanas. Investigamos
tanto as mudangas no comportamento miccional in vivo e respostas contrateis in vitro quanto
as alteracGes moleculares e funcionais na bexiga dos animais. Para atingir esse objetivo,
optamos por realizar o estudo em fémeas, a fim de destacar as alteracdes especificas na bexiga
que ndo sdo influenciadas por eventuais problemas na prostata decorrentes da propria acédo do
MGOB7’138.

Acredita-se que 0 aumento marcante na producdo de MGO mediado pela glicose
seja responsavel pelo dano celular nas condicdes patologicas associadas ao diabetes **°. Dessa
forma, inicialmente, nossa pesquisa teve como objetivo investigar se os niveis séricos de MGO
se elevam no modelo de administragdo cronica por via oral. Nossos resultados indicaram que
tanto os niveis séricos de MGO como os de F-AGEs estdo significativamente elevados em
comparagdo com 0s animais que receberam somente agua (grupo controle). Portanto,
considerando que os niveis desta substancia se mostram elevados, nosso modelo parece
mimetizar a situacdo de acimulo de MGO no plasma de pacientes com DM.

O estresse dicarbonilico manifesta-se principalmente em cenarios de sobrecarga
glicolitica, onde se observa um acumulo exacerbado de compostos dicarbonilicos, como
MGO, glioxal, 3-deoxiglicosona, e diminuicdo da atividade de desintoxicacdo desses
compostos pelo sistema glioxalase'*®#!, A desintoxicacdo envolve uma etapa critica, na qual
a atividade da enzima GLO1 desempenha um papel central. O substrato primario da GLOL1 é
o hemitioacetal, originado da reagdo entre 0 MGO e a glutationa reduzida (GSH)*2. O
aumento nos niveis de MGO resulta em uma elevacdo correspondente nos niveis de

hemitioacetal, reduzindo consequentemente a disponibilidade de GSH, que desempenha um
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papel essencial na conversdo do SD-lactoilglutationa em D-Lactato pela enzima GLO2!,
Nossos resultados mostraram que a expressdo da proteina GLO1 ndo foi modificada pelo
tratamento com MGO. Entretanto, a atividade desta enzima foi significativamente reduzida,
provavelmente em decorréncia do excesso de MGO (detectado no soro e bexiga). De fato,
estudos prévios mostram que redugdo nos niveis de expressao e principalmente atividade da
GLOL1 esté associada ao aumento dos niveis de MGO em condig¢des como diabetes, obesidade,
doencas cardiovasculares, arteriosclerose, hipertenséo e doengas cerebrovasculares!#3144,

O tratamento crénico com MGO provocou alteracdes na morfologia da bexiga,
incluindo aumento de seu peso e, consequentemente, elevacdo na relagcdo entre o peso da
bexiga e o peso corporal. Além disso, observamos um aumento na espessura do detrusor,
juntamente com acimulo de colageno nesta camada. Notavelmente, também identificamos um
aumento na espessura do urotélio no grupo MGO. O urotélio € um epitélio de baixa taxa de
renovacao celular; em roedores, a vida util das células epiteliais superficiais, conhecidas como
células guarda-chuva, é estimada em 200 dias!*>4®. Apesar disso, o urotélio tem uma notavel
capacidade de reparacdo e regeneracdo quando exposto a produtos quimicos, distensdo
mecanica excessiva e infecgBes por bactérias uropatogénicas®’.

Nossos dados indicam que o MGO administrado cronicamente por via oral se
acumula na bexiga, visto que os niveis de MG-H1 (principal AGE formado por MGO®®) se
mostraram elevados no tecido dos animais. Observamos um aumento na expressao proteica de
MG-H1, tanto por meio da técnica de western blotting quanto por imuno-histoquimica,
evidenciando um acumulo deste AGE ndo apenas no detrusor, mas também no urotélio,
destacando-se, porém, intensa marcacgdo no urotélio e no suburotélio.

No que diz respeito a fungdo contrétil detrusora, nossos resultados revelaram
padrdes intrigantes. Em bexigas intactas, observamos um aumento na contratilidade em
resposta ao EFS, o,B-metileno-ATP e ao Ca®" extracelular. No entanto, ndo observamos
alteracBes na resposta ao carbacol. Para investigar a influéncia do urotélio nessas alteracoes
contrateis, procedemos a remoc¢do do urotélio. Nossas observacdes revelaram que a
hipercontratilidade em resposta a EFS no grupo MGO se manteve presente em bexigas
desnudadas, parecendo-nos descartar que o urotélio modula a resposta contratil frente a este
estimulo. Curiosamente, a retirada do urotélio reduziu a contratilidade ao o,f3-metileno-ATP
no grupo controle, sugerindo entdo que no estado fisiologico existam receptores purinérgicos
P2X uroteliais que modulam negativamente a contragdo do musculo detrusor®?. De qualquer
forma, no grupo MGO continuamos a ver 0 aumento da resposta contratil frente ao a,p-

metileno-ATP, sugerindo que o urotélio ndo é fundamental para a hipercontratilidade



90

detrusora vista no grupo MGO. Quanto ao Ca?* extracelular, a resposta contratil também se
mostrou aumentada pela auséncia do urotélio no grupo controle, mantendo-se elevada no
grupo MGO. E, por fim, a contratilidade detrusora em resposta ao carbacol, que nao havia sido
modificada na bexiga intacta, agora, na auséncia de urotélio, mostrou-se significativamente
elevada frente a exposicdo ao MGO. Sugerimos que na bexiga intacta, o carbacol interaja
simultaneamente com receptores muscarinicos presentes no urotélio, induzindo liberacdo de
mediadores relaxantes que se opdem a atividade contratil do detrusor em receptores
muscarinicos M3, Ou seja, no caso do carbacol, 0 MGO atuaria no urotélio no sentido de
frear as respostas contrateis do detrusor. Parece-nos paradoxal, entretanto, que este mecanismo
urotelial ndo tenha sido detectado com EFS, pois estimulacéo elétrica libera macicamente ACh
e ATP na bexiga de roedores, 0s quais por sua vez promovem contracdo por ativacdo de
receptores muscarinicos M3 e P2X1, respectivamente’#8,

Estudos prévios mostraram que 0 MGO pode ativar o TRPAL, resultando em
aumento do influxo de célcio'***3, Ha também estudos mostrando a presenca do TRPAL no
urotélio*>%*, Por isso, passamos a pensar no TRPA1 como um alvo de interesse para explicar
disfuncdo vesical causada pelo MGO. O TRPAL esta incorporado na membrana celular e
apresenta-se como uma forma tetramérica de um canal de influxo de Ca?**®’. Apos a ativagio
do TRPAL, ha influxo de Ca?*, juntamente com outros cations extracelulares, como Na* e H,
desencadeando respostas nocivas, principalmente aquelas associadas a dor, frio e coceiral®,
E possivel que TRPA1 medeie a transducdo sensorial na bexiga e esteja associado &
contratilidade alterada no contexto do diabetes. Na bexiga, 0 TRPA1 pode desempenhar um
papel na transducgdo sensorial e estar envolvido em doencas inflamatérias. Além disso, também
pode ser alvo de EROs em excesso, liberadas em condigdes de estresse oxidativol**. Em nosso
estudo, observamos niveis elevados de proteina TRPAL em bexigas de camundongos tratados
com MGO em comparagdo com o grupo controle. Detectamos ainda intensa imunomarcacgéo
de TRPAL na camada urotelial (mas ndo da camada detrusora) da bexiga do grupo MGO.

Para reforcar que as alteragcbes miccionais causadas pelo MGO na bexiga estdo
relacionadas a ativacdo do TRPAL, realizamos a técnica de cistometria de enchimento. Essa
abordagem, que envolve a infusdo continua da droga diretamente na bexiga, nos permitiu
compreender os efeitos diretos sobre o 6rgdo, sem alteracfes renais associadas. Os ensaios
cistométricos foram conduzidos em animais controle e tratados com MGO, sob anestesia, tanto
na auséncia quanto na presenca de infusao intravesical do antagonista seletivo do TRPA1, HC-

030031, em comparacao com veiculo (DMSO 0,001%) ou solucéo salina.
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Camundongos tratados com MGO apresentaram aumento da frequéncia miccional
juntamente com redugdes do volume de micgéo, da capacidade e da complacéncia, que sdo
consistentes com as alteracdes miccionais observadas em animais conscientes (ensaio de papel
de filtro). Estas alteracGes cistométricas induzidas por MGO foram todas revertidas pela
infusdo intravesical de HC-030031, indicando que a ativacdo do TRPAL no urotélio participa
da maquinaria que leva a bexiga hiperativa.

Em seguida, avaliamos as contracdes da bexiga in vitro frente a EFS e carbacol
em camundongos controle e tratados com MGO. Nossos dados mostraram respostas contrateis
significativamente maiores ao EFS em bexigas do grupo MGO em comparag¢do com 0 grupo
controle, que foram normalizadas por incubagdo prévia com HC-030031. Por outro lado, as
contracdes da bexiga induzidas pelo carbacol ndo diferiram entre os grupos controle e grupo
MGO; no entanto, curiosamente, o HC-030031 reduziu significativamente as contracdes
induzidas por carbacol no grupo MGO sem afetar as respostas no grupo controle. Um estudo
anterior realizado em ratos diabéticos mostrou um aumento na expressdo de mRNA de TRPA1
nos ganglios da raiz dorsal (DRG) que inervam a bexiga, sendo que a ativacdo do TRPA1
aumenta a amplitude das contracGes do musculo liso do detrusor induzidas por EFS através de
mecanismos relacionados a ativacdo do sistema taquicininérgico e liberagdo de
prostandides™®®.

Metilglioxal modifica residuos de lisina, arginina e cisteina em peptideos ou
proteinas para produzir os AGEs, levando a reticulacio e desnaturacdo de proteinas®*°. Os
AGEs ligam-se ao seu receptor RAGE, que € um membro da superfamilia de imunoglobulinas
de receptores de superficie celular reconhecidos por alguns ligantes endogenos®®®. Apos a
ativacdo, o RAGE desencadeia multiplas vias de sinalizagdo intracelular, incluindo a ativacao
da NADPH oxidase, produzindo niveis excessivos de ERQs!40:157:18,

Sabe-se, ainda, que a via da Rho quinase regula a sensibilidade do sistema
regulador dependente de Ca®* 1*°; a desregulagdo do sistema Rho quinase tem sido implicada
na hiperatividade do detrusor em modelos animais de cistite induzida por acido acético,
contracdes da bexiga induzidas por estiramento e isquemia cronica da bexiga %164 Niveis
elevados de EROs podem levar a regulagio positiva da Rho-quinase na bexiga®%51%°, Dessa
forma, buscamos investigar a importancia de EROs e Rho-quinase na disfungéo vesical em
animais tratados com MGO. Testamos aqui a hipdtese de que a hiperatividade da bexiga
induzida por MGO é uma consequéncia da ativagdo do eixo AGE-RAGE-EROs, levando a
ativacdo do sistema Rho-quinase no musculo liso do detrusor. Para tanto, conduzimos ensaios

bioquimicos in vitro e estudos in vitro na bexiga. Nossos resultados mostraram que o
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tratamento crénico com MGO aumenta a expressdo génica de RAGE, assim como seu
conteddo na bexiga, tanto no urotélio como no detrusor. Além disso, usando o corante
fluorescente DHE em secOes frescas da bexiga, mostramos que o tratamento com MGO
aumentou significativamente os niveis de EROs tanto no urotélio quanto no masculo liso do
detrusor, que foi acompanhado pela reducédo da atividade de SOD na bexiga. Posteriormente,
buscamos compreender se o tratamento com MGO alterou a expressdo génica do sistema Rho
quinase. Nossos achados mostram expressoes significativamente elevadas de mRNA para Rho
A, ROCK1 e ROCK2, como também dos canais de Ca®* tipo L na bexiga do grupo MGO.
Em seguida, realizamos ensaios funcionais em tiras de bexiga sem mucosa na
auséncia e na presenca de SOD ou Y27632. Nas concentragcdes aqui empregadas neste estudo,
no grupo controle, nenhum compostos teve efeito nas contragdes induzidas por EFS, carbacol
¢ o,p-metileno ATP. No entanto, no grupo MGO, SOD e Y27632 reduziram
significativamente as respostas contrateis, indicando claramente um papel importante para
superdxido e Rho-quinase na hiperatividade detrusora. E possivel, portanto, que o excesso de
EROs pelo tratamento com MGO seja o responsavel pela ativacdo da Rho-quinase no musculo

detrusor.
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5.2 Efeitos da metformina nas alteracdes produzidas pela administragéo

crénica de MGO em camundongos machos

Conforme discutido anteriormente, acreditamos que estratégias de reducdo do
acumulo de MGO no organismo oferecem novas perspectivas terapéuticas para mitigar as
alteracBes patoldgicas produzidas pelo mesmo*®’. Decidimos testar a metformina em nossos
modelos experimentais, optando agora no emprego de camundongos machos, pois neste
momento do estudo haviamos obtido resultados interessantes com este farmaco em modelo de
injuria pulmonar aguda®®’. A metformina é amplamente reconhecida por seu sucesso no
tratamento do DM, devido a sua capacidade de aumentar a sensibilidade dos tecidos a insulina
e reduzir os niveis de hemoglobina glicada®. Além disso, a metformina, por meio do seu grupo
guanidina, tem a capacidade de se ligar ao MGO, atuando como um agente eliminador dessa
espécie de dicarbonila®. Nossa hipotese foi a de que a metformina poderia inativar a molécula
MGO, atenuando os efeitos prejudiciais na bexiga. Para testar essa hipotese, em conjunto com
a administracdo de MGO (0,5%) na agua ao longo de 12 semanas, um grupo de animais
recebeu metformina (300 mg/kg) por gavagem durante as duas ultimas semanas do tratamento
com MGO.

E importante primeiramente observar que, embora a dose de metformina utilizada
seja considerada elevada, ndo observamos alteragdes no metabolismo da glicose nos animais
tratados com metformina, conforme avaliado pelos niveis de glicose em jejum, e ja
evidenciados pelo teste de tolerancia a insulina e calculo de Kitt em estudo prévio do nosso
grupo na mesma dose utilizada!”®. Dessa forma, descartamos que efeitos benéficos deste
farmaco no grupo MGO seja consequéncia de eventuais melhoras do perfil glicémico dos
animais.

No grupo MGO, o tratamento com metformina normalizou os niveis séricos de
MGO e AGEs, bem como a expressdo e atividade de GLO1 na bexiga. Além disso, a
metformina normalizou o padréo irregular de micgéo in vivo e a hipercontratilidade in vitro da
bexiga do grupo MGO, sugerindo fortemente que esta droga elimina eficientemente o MGO,
evitando seu acimulo no sangue circulante e na urina. Apesar de a metformina também poder
prevenir a formagio de MGO%172 nossos dados mostrando que os niveis de glicose em jejum
permanecem inalterados entre os grupos parecem descartar a possibilidade desta droga

prevenir a formacdo enddgena de MGO. Portanto, os efeitos benéficos da metformina nas
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alteracBes da bexiga de ratos alimentados com dieta rica em gordura® parecem refletir, ao
menos em parte, sua capacidade de inativar o MGO.

Posteriormente, procedemos a avaliagdo dos comportamentos de micgcdo em
camundongos conscientes, utilizando tanto a coleta de urina quanto ensaios de miccdo em
papel filtro. A analise de ambos 0s ensaios revelou que os camundongos expostos ao MGO
tém aumentos significativos no volume total de micgdes e no volume médio de miccéo, sem
alteracdes concomitantes no nimero de micgdes. Além disso, ndo foram observadas mudancas
significativas na area de miccao primaria nem na marcacao de urina nos cantos, o que sugere
um comportamento miccional normal. E importante ressaltar que os roedores exibem
tigmotaxia, um comportamento descrito como "busca na parede” para miccionar®?’,

Na analise cistométrica, realizada em animais anestesiados, 0os camundongos
expostos a0 MGO apresentaram aumentos significativos na pressao basal, na capacidade
vesical e na pressdo intermiccional, sem alteracfes no nimero de micgdes e no intervalo entre
miccOes. Além disso, detectamos aumentos significativos na pressao oscilatéria média e na
frequéncia de contragbes ndo-miccionais no grupo MGO, o que pode indicar uma alta
atividade espontanea da musculatura detrusora. Adicionalmente, no grupo MGO, observamos
uma reducéo na eficiéncia miccional, acompanhada de aumento no volume residual.

A aparente discrepancia entre o volume total de micgdo que permaneceu inalterado
(medido por cistometria de enchimento) e o volume total de mic¢do aumentado (quantificados
nos ensaios de comportamento miccional em animais conscientes) pode ser atribuida ao fato
de que o débito urinario em camundongos conscientes € consideravelmente menor
(aproximadamente 0,1 ml/h'’3) em comparagdo com a infusdo intravesical de solucéo salina
em camundongos anestesiados (0,6 mi/h). Essa diferenca permite que animais conscientes
eliminem a urina com maior eficiéncia, resultando em volumes residuais reduzidos.

Apbs a andlise do comportamento miccional, conduzimos investigacdes das
contragdes da bexiga in vitro induzidas por EFS, carbacol e a, B-metileno ATP. Comparando
com o grupo controle, observamos que o tratamento com metformina normalizou os niveis
séricos aumentados de MGO e AGEs, bem como a expressao e atividade reduzida de mRNA
de GLO1 em bexiga de camundongos tratados com MGO. Apesar de a metformina também
poder prevenir a formagio de MGO®%172 nossos dados mostrando que os niveis de glicose em
jejum permanecem inalterados entre 0s grupos parecem descartar a possibilidade desta droga
prevenir a formacao endogena de MGO.

No geral, nossas descobertas de que a metformina normaliza o padrdo de micgéo

in vivo e as contragcdes in vitro da bexiga sugerem fortemente que esta droga elimina
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eficientemente o MGO, evitando seu acimulo no sangue e na urina circulantes. Portanto, os
efeitos benéficos da metformina nas alteracdes da bexiga de ratos alimentados com dieta rica
em gordura® podem refletir em parte a sua capacidade de inativar o MGO.

Embora 0 nosso estudo ndo tenha sido desenhado para investigar as diferencas
entre 0s sexos, e os testes ndo tenham sido realizados simultaneamente, o que representa uma
limitacdo, é possivel realizar uma anélise geral das diferengas no comportamento miccional e
na contratilidade detrusora in vitro entre machos e fémeas expostos ao MGO durante 12
semanas. Inicialmente, observamos discrepancias na contratilidade detrusora no grupo de
controle, no qual as fémeas demonstraram uma maior contratilidade in vitro (mg/mN) em
comparacdo aos machos, porém sem alteragdes significativas no comportamento miccional
entre 0s sexos. Nossos achados mostraram ainda que as fémeas tratadas com MGO tem um
padrdo de hiperatividade vesical, avaliado tanto na analise de comportamento miccionais em
animais conscientes (ensaios com papel de filtro) quanto em animais anestesiados (ensaios de
cistometria), que se refletiu como diminuigdo da capacidade e do aumento do nimero de
miccdes. Inversamente, os machos tratados com MGO tem um perfil de hipoatividade vesical,
associado a aumento na capacidade da bexiga, sem alteracdes no numero de micgoes.

Os demais achados comparativos indicam que tanto a expressdo do mRNA quanto
a atividade da enzima GLO-1 sdo significativamente reduzidas nas bexigas de camundongos
machos tratados com MGO. Em fémeas, observou-se que a expressdo proteica ndo sofre
alteraces, porém, a atividade da glioxalase diminuiu. E importante destacar que esse efeito
na atividade da glioxalase foi observado tanto em machos quanto em fémeas submetidos ao
tratamento com MGO. Esses resultados indicam um comprometimento na capacidade de
desintoxicacdo do MGO na bexiga, que pode resultar em um aumento do estresse de
dicarbonilico na bexiga, contribuindo para a formacéo dos AGEs. E fundamental ressaltar que
0 nosso estudo foi pioneiro ao relatar as alteragdes da enzima GLO-1 na bexiga. Até o
momento, ndo houve investigacoes que explorassem a utilizacdo de indutores de glioxalase na

disfuncéo vesical, representando uma lacuna significativa que requer futuras abordagens.
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53 Via MGO-AGEs-RAGE e disfuncdo miccional em camundongos
diabéticos, obesos ob/ob

Na literatura, tém sido descritos diferentes modelos de DMT1 e DMT2 em
roedores que afetam os padrdes de miccdol?’. Em modelos de DMT1, como diabetes induzido
por estreptozotocina e camundongos Akita 2224, foram documentados aumentos no ndmero e
no volume de micgdes, bem como na capacidade vesical.

Por outro lado, estudos de comportamento miccional em modelos de DMT?2 séo
muito menos frequentes na literatura. Estes modelos DMT2 incluem emprego de
camundongos deficientes de leptina (ob/ob), deficientes do receptor de leptina (db/db),
animais com nocaute duplo dos genes Irsl e Irs2, camundongos KK-Ay, ratos Zucker
diabéticos / obesos e animais alimentados com dieta rica em gordura. Nestes modelos, a
frequéncia de mic¢do, o volume urinario e a capacidade vesical podem aumentar, diminuir ou
permanecer inalterados, dependendo das especificidades de cada modelo3%:33:37.173-177,

Em nosso estudo, selecionamos como modelo de DMT2 o camundongo ob/ob,
pois sdo fornecidos pelo Biotério Central desta Instituicdo, e tem disfuncdo vesical?’. E
fundamental ressaltar que o modelo ob/ob (animais diabéticos) difere grandemente daquele de
ingestdo cronica de MGO, uma vez que o MGO ingerido ndo foi gerado a partir do
metabolismo da glicose, mas sim administrado por ingestdo oral prolongada, que, por si s0,
n3o altera a sensibilidade a insulina®’®, os niveis de glicose e 0 consumo de agua.

Camundongos ob/ob séo hiperfagicos, hiperglicémicos, intolerantes a insulina e
tem obesidade grave?*2®. Ha poucos estudos avaliando a funcdo miccional de camundongos
ob/ob, mas sabe-se que exibem disfuncdo vesical dependentes do sexo e da idade?’. Em
animais ob/ob, machos e fémeas, conduzimos analises histoldgicas da bexiga, medidas dos
niveis sericos de glicose, de MGO e de F-AGEs, assim como medidas dos AGEs totais, de
MG-H1, de RAGE e atividade e expressdo de mRNA de GLO-1 nas bexigas. Realizamos
avaliagdes do comportamento miccional in vivo, incluindo a coleta de urina e ensaios de
comportamento miccional (técnica de papel de filtro). Observamos em animais ob/ob machos
e fémeas um aumento significativo nos niveis séricos de MGO e F-AGEs em comparagdo com
0 grupo magro. De maneira similar, na bexiga, identificamos niveis significativamente
elevados de AGEs totais (incluindo CML, GOLD, CEL, MOLD, DOLD e 3-DG) assim como
de MG-H1, tanto em animais machos quanto em fémeas ob/ob em compara¢do com 0s grupos
magros. A expressdo de mRNA e o0s niveis de proteina de RAGE também foram

significativamente elevados na bexiga de camundongos ob/ob machos e fémeas.
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Observamos ainda um aumento marcante no contetdo de coldgeno no masculo
liso detrusor de ambos 0s sexos, que parece estar em consonancia com bexigas de animais
diabéticos®>’® e com pacientes com DM2 que apresentam sintomas do trato urinario inferior!’®.
Curiosamente, em cultura de mioblastos de ratos a reducao da expressao de GLO1 parece estar
associada a aumento na biossintese de colageno %,

Na anélise do comportamento miccional por meio do emprego da técnica de papel
de filtro, observamos um aumento significativo tanto no volume total de mic¢bes quanto no
volume médio de micgdes em camundongos ob/ob, tanto machos quanto fémeas, quando
comparados aos respectivos grupos magros. Contudo, ndo foram observadas alteracGes
concomitantes no nimero de miccgBes. Além disso, a média de volume de micgdo de
camundongos ob/ob compreenderam volumes superiores a 200 ul, em contraste com o padrédo
de miccdo nos grupos magros, no qual a concentracdo da meédia de volume de miccao
compreende volumes abaixo de 200 pl. Esse achado sugere que os camundongos ob/ob
compensam a disfuncéo da bexiga aumentando o volume da micgdo. De maneira semelhante,
aumentos na capacidade da bexiga foram observados em camundongos diabéticos db/db3*

A ingestdo de agua durante o periodo experimental de 8 semanas néo foi diferente
entre 0s grupos ob/ob e magros, 0 que estd em concordancia com um estudo recente que
demonstrou um aumento na ingestdo de agua em camundongos ob/ob até somente a idade de
um més, seguido posteriormente por uma estabilizacdo desse pardmetro!®. Portanto, as
modificacbes no comportamento miccional observadas em camundongos ob/ob, podem ser
atribuidas a mecanismos independentes da ingestdo de liquidos. Essas modificacdes podem
estar relacionadas a alteragdes na bexiga em si. Contudo, ndo podemos descartar que alteragdes
ao nivel renal e/ou na atividade aferente vesical'® possam contribuir para 0 comportamento

miccional alterado do animal ob/ob.
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5.4 Tratamento com ALT-711 em modelo animal de DM2

Em um segundo conjunto de experimentos, administramos o ALT-711 em
camundongos ob/ob. A escolha pelo ALT-711 se justifica pela necessidade de encontrar uma
substancia que pudesse quebrar os AGEs formados, sem influenciar significativamente os
niveis glicémicos. Isso foi importante para garantirmos que nossos dados refletissem de forma
mais precisa a acdo dos AGEs, sem que fossem afetados pelos niveis glicémicos.

De fato, o tratamento de oito semanas com ALT-711 por via oral ndo alterou
significativamente o ganho de peso corporal, a hiperglicemia e a resisténcia a insulina, o que
confirma estudos anteriores em ratos e camundongos diabéticos!®®, No entanto, o
tratamento com ALT-711 em camundongos ob/ob reduziu significativamente os niveis sericos
de F-AGEs, bem como os niveis dos AGEs totais e MG-H1 na bexiga, sugerindo que o ALT-
711 cliva os AGEs pré-formados diretamente no tecido vesical; no entanto, no momento em
nosso estudo ndo é possivel diferenciar entre ruptura e prevencgdo de novas formagdes.

A utilizacdo de desintegradores de AGE, como brometo de fenacildimetiltiazolio
(PMT) e o N-fenaciltiazélio (PTB) foram eficazes na clivagem de ligacGes cruzadas de
dicarbonila in vitro quando testados com fenilpropanodiona (PPD). Entretanto, essas drogas
ndo conseguiram reverter o aumento de ligacdes cruzadas no colageno da pele e cauda de ratos
diabéticos'02106,

Além disso, em nosso estudo, 0 ALT-711 reduziu significativamente os niveis de
MGO no soro de camundongos ob/ob machos e fémeas, sugerindo que, além de atuar como
um disjuntor dos AGEs, o ALT-711 pode atuar indiretamente eliminando o préprio MGO (a
semelhangca da metformina), reforcando assim estudos mostrando ALT-711 como um
eliminador de MGO eficiente em condicdes fisioldgicas*®,

Ademais, 0 aumento da expressdo de mMRNA e dos niveis de proteina de RAGE na
bexiga de camundongos ob / ob machos e fémeas foi diminuido pelo tratamento com ALT-
711, que provavelmente reflete as reducbes anteriores dos niveis de MGO e AGEs. E
interessante notar que o tratamento com ALT-711 reduziu a imunocoloragdo para RAGE em
rins de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina®'® e na aorta de rato obtida de animais
com doenca renal cronica'®, Nossos dados indicam que o aumento da expressdo/contetido de
RAGE se deve ao aumento de MGO e consequentemente dos AGEs, visto tanto no modelo de
ingestdo com MGO como pela diminui¢cdo de MGO e dos AGEs no modelo ob/ob.

Finalmente, em camundongos ob/ob machos e fémeas, o ensaio do papel de filtro

revelou que o tratamento com ALT-711 normalizou o volume meédio de micgéo e aumentou
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significativamente a frequéncia de miccdo em volumes médios de micgdo menores que 200
pl, porém sem alterar o volume total de micg¢fes. O consumo de agua nédo foi afetado pelo
tratamento com ALT-711. Além disso, o tratamento com ALT-711 restaurou o contetdo de
colageno nas bexigas de camundongos ob/ob para os niveis de camundongos magros;
entretanto, precisariamos de mais estudos para saber se a normalizacdo do conteldo de
colageno esté relacionada diretamente com a melhora no perfil miccional no grupo ALT-711.

No presente estudo, realizamos nossos estudos paralelamente em camundongos
ob/ob machos e fémeas, tratados ou ndo com ALT-711. Em comparagdo com camundongos
ob/ob machos, o grupo ob/ob fémea apresentou niveis reduzidos de glicose em jejum, de peso
da bexiga, da expressédo sérica de MGO e de mMRNA de RAGE na bexiga. Outros parametros
como niveis dos AGEs totais e MG-H1, conteldo de colageno e comportamento miccional
ndo diferiram significativamente entre camundongos ob/ob machos e fémeas. O tratamento
com ALT-711 também reverteu igualmente as alteracbes moleculares e funcionais em
camundongos ob/ob machos e fémeas.

No entanto, é importante destacar uma diferenca significativa entre 0s sexos
observada em nosso estudo, relacionada a maior atividade das enzimas GLO1 e GLO2 na
bexiga das fémeas ob/ob em comparacdo com a dos machos ob/ob ou mesmo com
camundongos magros. Essa regulacdo positiva da atividade da glioxalase provavelmente
indica uma desintoxicacdo mais eficiente do MGO em D-lactato nas fémeas ob/ob, o0 que pode
explicar os niveis séricos mais baixos de MGO encontrados nas bexigas desse sexo. No
entanto, é importante observar que essa atividade da glioxalase ndo seguiu 0 mesmo padrédo
no modelo de ingestdo crénica de MGO. Se esse achado reflete alteracdes devido a formacao
de MGO, tanto via exdgena quanto enddgena, ou se esta relacionado a idade dos animais

ob/ob, é uma questdo que requer investigacGes adicionais.
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6. SUMARIO E CONCLUSAO

6.1 Caracterizagéo dos efeitos cronicos do MGO, em fémeas tratadas por 12
semanas:

e Nao alterou o peso corporal e os niveis glicémicos;

e Aumentou de modo significativo os niveis séricos de MGO e F-AGEs séricos,
e de MG-H1 na bexiga;

e Diminui a atividade da GLO1 na bexiga;

e Aumentou a expressdao de RAGE, EROs e TRPAL na bexiga;

e Produziu alteracbes morfométricas na bexiga como, aumento ou do peso da
bexiga, e da espessura do urotélio e detrusor;

e Elevou o contetdo do colageno na bexiga;

e Promoveu a alteragdes do comportamento miccional, caracterizado
principalmente por diminuicdo da capacidade da bexiga, aumento da frequéncia por nimero e
intervalo de micgé&o;

e Causou hipercontratilidade detrusora (in vitro);

e Aincubagdo com SOD ou com Y27632 reduziu a hipercontratilidade detrusora
in vitro.

e Concluimos que na bexiga do animal que recebeu cronicamente MGO, ha
hiperativagdo da via AGE-RAGE-EROs-Rho-quinase levando a um quadro de bexiga

hiperativa.

6.2 Abordagens terapéuticas para limitar o MGO: efeito da metformina em
camundongos machos

O tratamento com metformina:

e Diminuiu os niveis séricos de MGO, com potencial acdo sequestrante da
molécula;

e Aumentou a atividade da Glioxalase 1;

e Reverteu as alteragdes miccionais de comportamento miccional e

hiperatividade detrusora observada nos animais tratados com MGO.

6.3 Abordagens terapéuticas para limitar o metilglioxal: efeito do ALT-711
em camundongos controles e obesos deficientes de leptina, machos e fémeas

O modelo de DM tipo 2, camundongos deficientes de leptina apresentam:
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e Aumentou os niveis de MGO e F-AGEs séricos;
e Aumentou a expressao de MGO na bexiga;

e Aumentou a expressao de RAGE na bexiga;

e Aumentou o contetdo do coladgeno no detrusor;

e Aumentou a capacidade da bexiga sem alterar nimero de micgdes.

O tratamento com ALT-711 em animais deficientes de leptina:

e Reverteu os niveis de MGO e F-AGEs séricos, sem alterar os niveis glicémicos;
e Diminuiu a expressdo de RAGE;
e Diminuiu o contetdo do colageno;

e Diminuiu a capacidade aumentando o nimero de micgoes.

Como conclusdo final deste estudo, mostramos que os niveis aumentados de MGO
no soro e, consequentemente, dos AGEs levam ao aumento da expressao de RAGE na bexiga,
evidenciando um importante papel do eixo MGO > AGEs >RAGE na disfuncédo vesical do
DM. Farmacos eliminadores de MGO e de AGEs podem ser importantes estratégias para

melhorar ou minimizar a disfuncéo vesical causada pela ativacao desse eixo.
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ANEXOS

ANEXO 1- Aprovacao do comité de ética de uso animal (CEUA)

CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Metilglioxal na funcdo miccional em camundongos: E o funcional cular,

registrada com o n° 5443-1/2019, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Edson Antunes e AKila Lara de Oliveira, que envolve a
produgéo, manutengdo ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Uni idade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de
14/11/2019.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica =
Vigéncia do projeto: 15/03/2020 a 30/07/2023

Vigéncia da autorizagdo para 14/11/2019 a 30/07/2023

manipulagio animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem!/ raga: C dongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espéci IIinha_gng raga: Ci dongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: G dongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongofisogénico / C57BL/6]Unib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10 . .
Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6]Unib
No. de animai 10

Idade/Peso: 4.00S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10

Idade/Peso: 4.00 S /17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10
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.
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animai

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raga:
No. de animai

10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
_Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas

Camundongo isogénico / CS7BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raga:

No. de ani

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fé

Camundongo isogénico / CS7BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raga:

No. de animai

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

C dongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animai

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animai:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de ani

10

Idade/Peso:

4.00 S /17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raga:
No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 S / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raca:

No. de animai

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo-isogénico / C57BL/6JUnib

No. de ar i

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raca:
No. de animais:

10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10 .
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10

Idade/Peso: 4.00 S / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Fémeas

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

Espécie / linhagem/ raga:
No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas
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Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem/ raga: C dongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
_Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fé
Espécie / lmhqgeml raca: [ dongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de ani 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem!/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10
Idade/Peso: 4.00 S / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fé
Espécie / linhagem!/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de ani is: 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem/ raga: C: dongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animai 10
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas
Sexo: 10 Fémeas
Origem: CEMIB/UNICAMP
Biotério onde serao mantidos os Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP
ar .

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizag&o a junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e ¢ restrita a

protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

1K

Al Lo o

Prof. Dr. Wagher José ayaro
Presidente

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

Pedimos

referente a este 30 dlas apés. sua vigncia. O pagina da

area A

sejam
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CEUAHINICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Metilglioxal na fungao miccional em camundongos; Estudo funcional e

molecular, registrada com o n® §573-1/2020, sob a responsabilic:iade de Prof. Dr. Edson Antunes e AKila Lara de
Oliveira, que envolve a produgfo, manutengdo ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo

Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
{_El N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece pr
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as norn
da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada ¢
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em re

ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da
ocedimentos para o uso cientifico de animais, do

as editadas peloc Conselho Nacional de Controle
¢la Comissio de Etica no Uso de Animais da
unido de 16/07/2020.

Finalidade:

() Ensino { X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/09/2020 a 30/07/2023

Vigéncia da autorizagao para manipulagao animal:

£6/07/2020 a 30/07/2023

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/6JUnib

No. de animais:

10

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

ldade/Peso:

Sexo. 1) Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C37BL/6IUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C37BL/GJUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénice / CSTBL/GIUnib

No. de animais:

14

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Idade/Peso:

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / CS7TBL/6IUnib
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/G)Unib

No. de animais:

10

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

ldade/Peso:

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C37BL/6IUnib
No. de animais: 1{}

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 1(} Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

10

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

ldade/Peso:

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6)Unib !{ p
No. de animais: 10

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas (
Sexo: 10 Machos !




ANEXO 2- Aprovacao do comité de ética de uso animal (CEUA)

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/JUnib

No. de animais:

i0

idade/Peso:

4,00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/GHInib

No. de animais:

0

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo.

10 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/GJUnib

No. de animais:

14

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6]Unib

No. de animais:

10

idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénice / C37BL/G)Unib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem! raga:

Camundongo isogénico / C37BL/6JUnib

No. de animais:

10

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espacie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/6JUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/GJUnib

No. de animais:

10

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C37BL/GIUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

1) Machos

Espécie / linhagem! raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/GJIUnib

No. de animais:

10

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramag

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raga.

Camundongo isogénice / C37BL/6JUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem! raga:

Camundongo isogénico / C57BL/61Unib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo.

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C37BL/6)Unib

No. de animais:

10

ldade/Peso:

4,00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo.

10 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/GIUnib

No. de animais:

10
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Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isegénico / C57BL/GIUNib

No. de animais:

10

{dade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundonge isegénico / C57BL/6]Unib

No. de animais:

10

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / Iinhagem)’ raga:

Camundongo isogénico / C37BL/6JUnib

No. de animais:

10

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Idade/Peso:

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénice / CS7BL/AIUnib
No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / C537BL/6IUnib
No. de animais: 1o

Idade/Peso: 71 4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo: 4 1 10 Machos

Espécie / Iinhagem)' raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6IUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / t 7.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C37BL/GIUnib

No. de animais:

10

Idade/Peso:

4.00 Semanas / §7.00 Gramas

Sexo:

10 Machos

Espécie ! linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57TBL/GJUnib

No. de animais:

10

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

idade/Peso:
Sexo: 10 Machos
Origem: CEMIB/UNICAMYP

Biotério onde serio mantidos 0s animais:

Biotério da Farmacotogia, FCM/UNICAMP

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizacdo a
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios d

Campinas, 28 de agosto de 2020.

-

unte ao IBAMA, SISBIO ou ClBio e é
a Universidade Estadual de Campinas.

! . ;
Prof. Dr. Wagnlner José F€ arc Rosangela dos Santos
Presidente . Secretaria Executiva
iMPORTANTE: Pedimos atengdc ac prazo pars envic do relatéric finalde ativiklades referente a oste pratecolo; até 30 d‘msiapés o encerramento de sua vigancia, O lormuldrio encontra-sc disponfvel na

pagina da CEUAMUNICAMP, drea de pasqulsador respons dvel, A ndo aj

prosentagio de relatdrio no prazo eatabelecido impaidiré que novos protecolos sejam submuatidos.

ANEXO C




ANEXO 3- Aprovacao do comité de ética de uso animal (CEUA)

CERTIFICADO

N
0

uNICANMD

A

,
[N 4

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacio do efeito do Alagebrium (ALT 711) na disfuncao

vesical de camundongos obesos deficientes de leptina, registrada com o n° 5949-1/2022, sob a responsabilidade de
Prof. Dr. Edson Antunes e Akila Lara de Oliveira, que envolve a produgdo, manutencao ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais daUniversidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP,

em reunido de 21/03/2022.

Finalidade:

() Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/04/2022 a 01/12/2023

Vigéncia da autorizacdo para manipulacido animal:

21/03/2022 a 01/12/2023

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

20

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

20

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

10 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

20

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

20

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

10 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

20

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

10 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

20

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

10 Machos 10 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas




CERTIFICADO

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas




CERTIFICADO

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 17.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 19.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / B6.V-Lep ob /JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 19.00 Gramas
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas
Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serdo mantidos os animais:

Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizacdo a junto ao

IBAMA,SISBIO ou CIBio eé restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratorios

da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 29 de marco de 2022.

Prof. Dr. Wagner José Favaro

Presidente

Rosangela dos Santos

Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atencao ao prazo para envio do

relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30

dias apos o encerramento de sua vigéncia. O formulario




CERTIFICADO

encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do
pesquisador responsavel. A ndo apresentacao de relatorio no
prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam

submetidos.

Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO,
PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP, em 01/04/2022, as 09:27 horas, conforme Art. 10 § 2°
da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugcdo GR 54/2017.

. Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS,
SECRETARIA EXECUTIVA CEUA/UNICAMP, em 31/03/2022, as 10:05 horas, conforme Art. 10 §
2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugédo GR 54/2017.

A autenticidade do "‘
documento pode ser conferida no é ,A
site: sigad.unicamp.br/verifica, .
informando o coddigo verificador: -y
07BAD767 2B0640F3 BF3AC5D4 UNICAMP

19846845 SIGAD



