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RESUMO

FERNANDES, Mariana de Freitas Oliveira. Analise das interacdes celulares
envolvidas na regeneragdo do rim apos o transplante de células mononucleares de
medula éssea em ratos com hipertensao renovascular. 2017. 95 f. Tese (Doutorado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A doenca renal crbénica (DRC) é um problema de saude publica que afeta milhares
de pessoas em todo o mundo. Até o0 momento ndo existe tratamento especifico para a DRC
e 0 tratamento substitutivo da funcdo renal, como didlise ou transplante renal é uma
alternativa disponivel. No entanto, devido ao alto custo dos tratamentos e a caréncia de
orgédos, se faz necessario a busca por novas terapias, como a terapia celular utilizando as
células-tronco. A terapia com células-tronco tem se destacado como um tratamento
potencial para doengas cronicas, como a hipertensdo renovascular. Porém, é necessario um
entendimento maior da comunicacdo entre as células danificadas na presenca das células-
tronco transplantadas. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do transplante de
células mononucleares de medula 6ssea (CMMO) na comunicacgédo celular de células renais
residentes de ratos com hipertenséo renovascular induzida pelo modelo 2rinslclipe (2R1C).
Ratos 2R1C receberam CMMO de ratos Lewis eGFP na regido subcapsular quatro semanas
apos a clipagem. Entao, 24 horas, 48 horas, 7 dias e 15 dias apés o transplante das CMMO,
os animais foram eutanasiados e os rins esquerdos foram coletados. A pressdo arterial
sistolica (PAS) foi mensurada semanalmente e os niveis de proteinas totais, creatinina e
ureia, em amostras de plasma e urina, foram avaliados. Além disso, a morfologia, fibrose e a
expressdo de N- e E-caderina, renina, conexina 40 e nefrina foram investigadas por
imunoperoxidase, imunofluorescéncia e western blotting. As CMMO GFP” transplantadas
foram quantificadas por citometria de fluxo e localizadas através da imunofluorescéncia. A
terapia com CMMO GFP* melhorou a funcéo renal dos animais 2R1C, normalizando os
niveis plasmaticos das proteinas totais, creatinina e ureia enquanto reduziu proteindria e
leucocitiria e ainda restaurou a expressdo de nefrina. Além da funcdo renal, a terapia
celular levou ao restabelecimento da citoarquitetura do parénquima renal com a
reestruturacdo de glomérulos e tubulos, junto com a reducdo da fibrose e do infiltrado
celular. A expressdo de N- e E-caderina foi restaurada, acompanhada desta melhora
morfofuncional apés o transplante das CMMO GFP". A expressao da conexina 40 também
foi restaurada, enquanto que a expressao de renina foi reduzida, contribuindo para a
reducdo da PAS. A expressdo da renina foi restrita as células justaglomerulares apoés
transplante das CMMO GFP*. Também observamos que as CMMO GFP" injetadas foram
localizadas préximas aos glomérulos e tubulos no parénquima renal, preferencialmente nas
regides mais fibrosadas. Além disso, as CMMO GFP* foram encontradas ap6s 15 dias do
transplante, aparentemente migrando do cértex para a medula ao longo do tempo. Portanto,
estes dados sugerem que o transplante CMMO GFP" foi capaz de melhorar os efeitos
sistémicos e locais causados pela estenose da artéria renal esquerda, promovendo a
restauracdo da comunicacdo célula-célula nos segmentos tubular e glomerular,
acompanhada pela restauracdo morfofuncional do rim de ratos 2R1C.

Palavras-chave: Células mononucleares de medula 6ssea. 2R1C. Comunicagao

célula-célula. Caderinas. Conexinas.



ABSTRACT

FERNANDES, Mariana de Freitas Oliveira. Analysis of cellular interactions involved
in kidney regeneration after bone marrow mononuclear cell transplantation in rats
with renovascular hypertension. 2017. 95 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Chronic kidney disease (CKD) is a public health problem that affects thousands of
people around the world. So far, there is no treatment for CKD and the substitutive treatment
of renal function such as dialysis or renal transplantation is an available alternative.
Therefore, due to the elevated treatment cost and organ shortage stimulates the search for
new therapies such as stem cell-therapy. The stem cell-therapy has been highlighted as a
potential treatment for chronic diseases like renovascular hypertension. However, a greater
understanding of the communication between damaged cells when transplanted stem cells is
needed. The aim this study was to evaluate bone marrow mononuclear cell (BMMC)
transplantation effects in cellular communication of resident renal cells from renovascular
hypertension rats induced by 2kidneys-1clip (2K1C) model. 2K1C rats with renovascular
hypertension, induced by left renal artery stenosis, received BMMC from eGFP Lewis rats in
the subcapsular region four weeks after clipping. Then, 24 hours, 48 hours, 7 days and 15
days after BMMC transplantation, animals were euthanized, and left kidney was collected.
Systolic blood pressure (SBP) was measured weekly and total protein, creatinine and urea
levels in plasma and urine samples were evaluated. In addition, morphology, fibrosis and N-
and E-cadherin, renin, connexin 40 and nephrin expression were investigated by
immunoperoxidase, immunofluorescence and western blotting. The transplanted GFP*
BMMC were quantified by flow cytometry and localized through immunofluorescence. GFP”
BMMC therapy improved renal function of 2K1C animals by normalizing plasma total protein,
creatinine and urea levels while reducing proteinuria and leukocyturia and still restored
nephrin expression. In addition to renal function, cell therapy led to the reestablishment of
renal parenchymal cytoarchitecture with glomeruli and tubules restructuring along with
reduction of fibrosis and cellular infiltrate, reflecting clipped and contralateral kidneys sizes
smaller discrepancy. N- and E-cadherin expression was restored, accompanied by this
morpho functional improvement after GFP* BMMC transplantation. Connexin 40 expression
was also restored whereas reduced renin expression contributing to reduction of SBP. Renin
expression was restricted to juxtaglomerular cells after GFP* BMMC transplantation. We also
observed injected GFP* BMMC were located near the glomeruli and tubules in the renal
parenchyma preferably in fibrous regions. In addition, GFP* BMMC were still found after 15
days of transplantation, seemingly migrating from cortex to medulla over time. Therefore,
these data suggest GFP* BMMC transplantation was able to improve systemic and local
effects caused by left renal artery stenosis promoting cell-cell communication restoration in
tubular and glomerular segments, accompanied by morphofunctional recovery of 2K1C rats
kidney.

Keywords: Bone marrow Mononuclear cells. 2K1C. Cell-cell communication.

Cadherins. Connexins.
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INTRODUCAO

Orim

O sistema urinario € formado por um par de rins, dois ureteres, bexiga e uretra.
Este sistema desempenha funcdes fundamentais para manter a homeostase
sanguinea através dos processos de filtracdo, excrecdo e reabsorcdo. Além da
funcdo reguladora da composicdo do meio interno, os rins atuam como Orgaos
endocrinos, secretando renina, que participa da regulacdo da pressdo arterial
sanguinea, e eritropoetina, que estimula a producao de eritrocitos na medula 0ssea.
Além disso, os rins participam da ativacdo da vitamina D, envolvida no metabolismo
do calcio (Junqueira e Carneiro, 2013; Ross, 2016).

Cada rim tem aproximadamente um milhdo de tdbulos uriniferos, onde cada
tubulo é formado por dois segmentos, o néfron (unidade funcional basica) e o ducto
coletor. Cada néfron é funcionalmente subdividido em unidade de filtracdo, o
corpusculo renal, e unidade de reabsorcdo, que compreende 0S segmentos
tubulares: tubulo contorcido proximal (TCP), alca de Henle e tubulo contorcido distal
(TCD). Dessa forma, o rim apresenta duas regides, o cortex e a medula. O cértex
apresenta principalmente corpusculos renais, TCP e TCD, enquanto que a medula é
formada por alcas de Henle, tibulos e ductos coletores. O rim é recoberto por uma
capsula de tecido conjuntivo composta por fibroblastos, miofibroblastos e fibras
colagenas, que conferem resisténcia ao 6rgdo quando ocorrem variacdes de volume
e de pressao durante a fungéo renal (Scott e Quaggin, 2015; Ross, 2016).

O primeiro segmento do néfron, o corpusculo renal ou de Malpighi, € formado
pelo glomérulo e pela capsula de Bowman que o reveste. O glomérulo € formado por
um tufo de capilares sanguineos revestidos de células endoteliais fenestradas e
células mesangiais. A capsula de Bowman apresenta duas camadas: a parietal,
formada pelo epitélio simples pavimentoso associado ao tecido conjuntivo; e a
visceral, revestida por células especializadas chamadas de podocitos, localizadas
junto aos capilares glomerulares. Entre estas duas camadas existe um espacgo
capsular que recebe o ultrafiltrado glomerular que, posteriormente, segue para 0s

tubulos renais. Cada corpusculo renal apresenta um polo vascular, por onde penetra
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a arteriola aferente e se ramifica para formar os capilares do glomérulo e depois se
unem novamente formando a arteriola eferente, e um polo urinario, por onde sai o
filtrado formado e inicia o TCP (Figura 1) (Ross, 2016; Grahammer, 2017).

Figura 1 - Representacao esquematica do rim

Corpusculo renal D
Tuabulo proximal B

Glomérulo

Artéria aferente — i |

Medula

Pirdmide
renal

Alga de Henle

Legenda: TCP - Tubulo proximal; TCD - Tubulo distal.

Nota: (A) Organizacdo macroscépica do rim; (B) Amplificacdo evidenciando a regido cortical e
medular; (C) Destaque para o néfron com seus segmentos: corpusculo renal composto pelo
glomérulo e capsula de Bowman, Tubulo proximal, Tubulo distal e al¢ca de Henle; (D) Destaque
da célula do TCP e (E) ampliacdo do TCP, mostrando a borda em escova com Varios
transportadores envolvidos no processo de reabsorcéo.

Fonte: Adaptado de Wessely et al.,2014.
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Figura 2 - Representacao esquematica da ultraestrutura do capilar glomerular e do
folheto visceral da capsula de Bowman
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Nota: O folheto visceral da capsula de Bowman é formado pelos poddcitos com prolongamentos
primarios e secundarios apoiados na membrana basal, deixando uma fenda de filtragdo entre
eles. Destaque para o capilar fenestrado apoiado na membrana basal e a célula podocitaria
com nucleos, que deixam corpo celular saliente.

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013.

Os poddcitos sao células perivasculares especializadas que apresentam corpo
celular alongado e ramificado, com numerosos prolongamentos primarios e
secundarios denominados pedicelos. Estes prolongamentos secundarios se
interdigitam e estdo ancorados a membrana basal dos capilares glomerulares. Os
podécitos associados as células endoteliais glomerulares e a membrana basal
glomerular (MBG) formam a barreira de filtragdo glomerular, que filtra seletivamente
componentes do sangue com base no tamanho molecular e carga elétrica (Figura 2).

A barreira de filtracdo permite a livre passagem de 4gua e pequenos solutos,
mas impede a perda de componentes importantes como macromoléculas ou células
para a formacéo do ultrafiltrado. A MBG € composta por uma rede de colageno tipo
IV, composta de trés cadeias a que formam uma tripla hélice, essencial para manter
a integridade da membrana e atuar como uma barreira fisica; laminina e fibronectina,
que atuam na associacdo da MBG das células endoteliais com os poddcitos; bem
como o proteoglicanos de heparam sulfato, como a agrina e o perlecam, que
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impedem a passagem de moléculas de carga negativa, além do nidogénio e
entactina. As interdigitacbes dos pedicelos permitem a formacdo de um espacgo
chamado de diafragma da fenda de filtracao.

No pedicelo, a nefrina € um componente estrutural e funcional essencial do
diafragma da fenda de filtracdo glomerular, ancorada aos filamentos de actina com o
auxilio da podocina. A nefrina é uma proteina transmembrana de 180 KDa que
possui um dominio extracelular longo com oito repeticées e pertence a superfamilia
das imunoglobulinas de receptores de adesao celular, permitindo o contato célula-
célula. Esta proteina mantém a estabilidade do citoesqueleto, e consequentemente,
a integridade da estrutura podocitaria, ligando podécitos adjacentes, além de
retardar a passagem de moléculas (Figura 3). Mutacdes na nefrina podem causar a
sindrome nefrotica congénita e uma reducdo da sua expressao parece estar

associada a proteindria, provocada por danos aos poddcitos, como ocorre na
doenca renal cronica (Lennon et al., 2014; Ross, 2016; Grahammer, 2017).

Figura 3 - Barreira de filtracdo glomerular
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Nota: Representacdo esquematica dos podocitos ancorados a membrana basal glomerular. No
diafragma da fenda glomerular, temos a presenca de varias proteinas inclusive a nefrina.
Fonte: Adaptado de Somlo e Mundel, 2000.
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As células mesangiais sdo células intimamente associadas a MBG dos
capilares glomerulares. Essas células produzem matriz mesangial extracelular, que
fornece sustentacdo estrutural aos poddcitos, contribuindo para a manutencdo da

integridade do glomérulo. Além disso, sintetizam e secretam diferentes moléculas
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como citocinas, fatores de crescimento e agentes vasoativos, além de processar, por
endocitose, proteinas plasméticas e remover residuos da MBG. As células
mesangiais apresentam propriedades contrateis que contribui para o controle do
fluxo capilar intraglomerular e consequentemente, da taxa de filtracdo glomerular.
Tem sido demonstrado que a lesdo podocitaria provoca alteragcdes nas células
mesangiais, levando a proliferacdo destas células, perda da matriz mesangial,
seguida pela deposicdo excessiva de matriz extracelular, e producdo de
guimioatraentes para células inflamatdrias. Portanto, as células mesangiais atuam
na regulagéo funcional e no remodelamento do tecido renal (Scindia et al., 2010;
Younes-lbrahim, 2013; Ross, 2016).

O segundo segmento do néfron é o TCP, formado pelas células cubicas
simples com microvilosidades e presenca de numerosas mitocondrias, que
produzem energia para o transporte ativo de ions (Figura 4). O TCP é o principal
local onde ocorre o processo de reabsorcdo. O ultrafiltrado sai do corpusculo renal e
entra no TCP, onde s&o absorvidos 70% da &gua, ions sédio (Na*) e cloreto (CI),
além de glicose, aminoacidos e pequenos polipeptidios, e excretados os residuos do
metabolismo, como creatinina e ureia, e outras substancias, como o &cido Urico. Os
tubulos proximais apresentam transportadores responsaveis pela absorcdo de
liguido, como as aquaporinas, além de ser sensivel a angiotensina Il (Ang Il), que
estimula o transporte de sédio e atua na regulacdo da pressédo arterial. Alteracdes
nos tubulos proximais se manifestam ja no inicio do desenvolvimento das doencas
renais aguda e cronica (Nakhoul e Batuman, 2011; Seki et al., 2015; Ross, 2016).

A dosagem de proteinas totais, creatinina, acido Urico e ureia em amostras de
plasma e urina é rotineiramente utilizada na pratica clinica para avaliar a funcéo
renal e a eficacia de procedimentos como a didlise. O &acido Urico é o produto da
quebra de purinas; a creatinina € o produto da quebra de creatina no tecido
muscular, diretamente proporcional a massa muscular, e a ureia € o principal
metabdlito nitrogenado derivado da degradacdo de proteinas pelo organismo. A
dosagem de proteinas tem uma func¢do importante no diagnostico da doenca renal,
uma vez que a excrecdo excessiva de proteinas na urina (proteinuria),
principalmente albumina (albumindria), indica perda da integridade da barreira de
filtracdo glomerular, bem como lesdo dos poddcitos. Assim, a proteindria € um
marcador importante de doencga renal crénica (DRC). Niveis elevados de creatinina,

ureia e acido urico também podem ser observados na DRC, indicando risco de
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desenvolvimento e/ou progressdo de DRC e de problemas cardiovasculares

(Abensur, 2011; Gorriz e Martinez-Castelao, 2012; Lopez-Giacoman e Madero,

2015;

A alca de Henle é o terceiro segmento do néfron, composta de um ramo

Kanda et al., 2015).

ascendente e de um ramo descendente, onde cada ramo é formado por um

segmento espesso (epitélio cubico simples) e um segmento delgado (epitélio

pavimentoso simples) (Figura 4). Este segmento do néfron atua na reabsorcdo de

agua, no volume do fluido extracelular, no mecanismo de concentracdo da urina,

homeostase de calcio, magnésio, bicarbonato e amobnia, e na composicao de

proteina na urina (Kaissling e Kriz, 2011; Mount, 2014).

Figura 4 - Tabulos renais
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com cortes histolégicos dos segmentos tubulares: TCP (laranja), AH (amarelo), TCD (verde) e
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Retirado e adaptado de
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structures/kidney-tubules-and-collecting-ducts e https://pt.slideshare.net/juliaberardo9/aula-3-

histologia-sistema-urinrio/slide 19.)
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A porcao final do néfron compreende o TCD, formado por epitélio cubico
simples, sem borda em escova, impermeavel a agua e a ureia, que se localiza entre
a macula densa e o ducto coletor (Figura 4). Na porcdo inicial deste tabulo,
adjacente ao corpusculo renal e préximo as arteriolas aferente e eferente, existem
algumas células colunares com polaridade invertida, chamadas de méacula densa.
Estas células modificadas s&do sensiveis a mudancas de concentragdo de Na* e CI
no liquido tubular e atuam nas células justaglomerulares, localizadas na parede das
arteriolas aferentes e eferentes. Isto possibilita a reabsor¢do de Na*, importante na
manutencdo do volume plasmatico e da pressdo sanguinea, além de atuar na
absorcdo de CI' e secrecdo de k'. A macula densa, as células mesangiais
extraglomerulares e as células justaglomerulares produtoras de renina constituem o
aparelho justaglomerular, que esta envolvido no processo de autorregulacéo do fluxo
sanguineo renal e de filtracdo glomerular (Subramanya e Ellison, 2014).

A funcé@o do aparelho justaglomerular esta diretamente ligada a atividade do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), que é essencial para a
manutencdo da pressao arterial sistémica (PAS). Quando ocorre uma reducdo do
volume vascular e, assim, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e da
concentracdo de Na*Cl no ultrafiltrado, a macula densa detecta a reducdo de Na*CI
e as células justaglomerulares secretam renina, que catalisa a hidrélise do
Angiotensinogénio no plasma, produzindo Angiotensina |, que por sua vez €
convertida em Angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora de angiotensina
(ECA), presente nas células endoteliais dos capilares pulmonares e no rim. A Ang |l
desencadeia a¢bes importantes, estimulando a secrecdo de aldosterona pelo cortex
da supra-renal (adrenal), que vai agir nos tubulos coletores para aumentar a
absorcdo de Na'Cl e &gua, elevando o volume sanguineo e consequentemente,
elevando a PAS. Além disso, a Ang Il induz vasoconstricdo sistémica e ativa o
sistema nervoso simpatico (SNS). Portanto, uma vez o0 SRAA em desequilibrio, ha o
desenvolvimento de hipertensdo, que quando persistente, leva a danos renais, ao
desenvolvimento da DRC e até ao risco de eventos cardiovasculares (Reilly e
Ellison, 2000; Nishimura, 2016; Ross, 2016).
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As membranas celulares apresentam diferentes especializacdées com funcdes

distintas conhecidas como juncdes intercelulares. S&o verdadeiros complexos

juncionais que estabelecem e permitem a adesdo (juncOes aderentes) e a

comunicacdo (juncbes comunicantes) de células adjacentes de um tecido. Estas

juncdes estdo envolvidas nos importantes processos de crescimento, renovacao e

reparo tecidual. Outras especializacées ainda s&o encontradas nas membranas

celulares, como as juncdes oclusivas, os desmossomos e 0os hemidesmossomos

(Etienne-Manneville, 2011; Sluysmans et al., 2017) (Figura 5).

Figura 5 - Esquema dos tipos de juncdes intercelulares
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Juncdes aderentes

As juncdes aderentes (JAs) sdo um tipo de juncao célula-célula que mantém a
adesdo celular estavel, resistindo as forcas dissociativas. Além disso, estédo
envolvidas no processo de reconhecimento celular, morfogénese, integridade
tecidual e desempenham papel essencial na diferenciacdo de células epiteliais e na
polaridade baso-apical. Este tipo de juncdo € constituido por glicoproteinas
transmembrana dependentes de caélcio, chamadas caderinas, que permitem a
adesdo célula-célula. A superfamilia das caderinas é composta por 4 subfamilias:
caderinas classicas, caderinas desmossomais, protocaderinas e caderinas atipicas.
As caderinas classicas sdo as mais estudadas, tipicas de células epiteliais. Na
porcdo extracelular, as caderinas apresentam 5 dominios repetitivos, onde cada
subdominio apresenta um sitio de ligacdo para o calcio. Caderinas de células
vizinhas se ligam na orientacdo trans para mediar a adesdo homofilica. A porcéo
citoplasmatica, interage com proteinas efetoras chamadas cateninas, que ligam as
caderinas ao citoesqueleto de actina (Figura 6). O complexo caderina/catenina é
essencial para a adesdo célula-célula e para o desenvolvimento das JAs, sendo
constitutivamente endocitadas e recicladas na superficie celular. As caderinas ainda
participam de sinalizacdes intracelulares que controlam a divisdo celular e apoptose
(Maitre e Heisenberg, 2013; Priest et al., 2017; Kourtidis et al., 2017). No rim, as
propriedades de transporte e permeabilidade especifica do néfron sdo determinadas
pela citoarquitetura das células epiteliais e pelas interacées célula-célula e célula-
matriz. Os complexos juncionais sdo necessarios para restringir a permeabilidade,
estabelecer a polaridade epitelial, e direcionar proteinas transmembrana na
superficie celular e o transporte de solutos e eletrdlitos através dos tubulos (Preedy,
2016). Existe uma grande variedade de caderinas no rim, sendo as caderinas
epiteliais (E-caderina) e neurais (N-caderina) as mais abundantes. No rim humano e
de ratos, a N-caderina é predominante no TCP, enquanto que a E-caderina esta
presente no TCD e nos outros segmentos do néfron (Prozialeck et al., 2004; Keller et
al., 2012).

Desordens estruturais e funcionais das moléculas de adesdo celular podem
afetar a funcéo renal. Por exemplo, a perda da adeséo célula-célula pela supressao

de E-caderina é crucial para o aparecimento de alteracbes fenotipicas, como a
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transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) das células epiteliais tubulares, sendo esta
modificacdo observada na DRC e na progressao do cancer. Além da degradacédo de
E-caderina na TEM, as cateninas também séo degradas ou atuam como fatores de
transcricdo que regulam negativamente a expressdo de E-caderina. Em condicdes
normais, a TEM ocorre durante a embriogénese, permitindo processos como
gastrulacdo e o desenvolvimento da crista neural. Entretanto, sob condi¢cbes
patolégicas, o TGF-f induz a TEM, onde as células epiteliais diferenciadas
transformam-se em fibroblastos e miofibroblastos produtores de matriz extracelular,
levando ao desenvolvimento da fibrose tubulo-intersticial (Lamouille et al., 2014;
Kourtidis et al., 2017).

Figura 6 - Representacdo esquematica das caderinas (juncdes aderentes) em
células epiteliais
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Fonte: Adaptado de Perry et al., 2010.

Jungdes comunicantes

As juncbes comunicantes sdo canais intercelulares formados pelo acoplamento
de dois hemicanais de alta permeabilidade (conexons) expressos por duas ceélulas
adjacentes. Cada conexon € formado por seis conexinas (Cxs), formando um cilindro
com um poro central, que se apresenta nas formas: homomérica, formado por
conexinas iguais, ou heteromérica, formado por conexinas diferentes. Além disso, as
juncdes comunicantes podem ser formadas pela associacdo de dois conexons iguais

(homotipicos) ou diferentes (heterotipicos). Estes canais permitem a passagem de
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fons inorganicos como Ca** e Na*, a propagacéo de impulsos elétricos e a troca de
moléculas de sinalizacdo, como adenosina 3'5-monofosfato ciclico (AMPCc).
Entretanto, ja foi descrito que alguns hemicanais podem nao se conectar a
hemicanais de células adjacentes, permitindo a comunicacdo entre 0S meios
intracelular e extracelular, o que € importante para a liberagdo de moléculas
sinalizadoras, como o trifosfato de adenosina (ATP) e trifosfato de inositol (IP3)
(Hanner et al., 2010; kurtz, 2015; Czyz et al., 2017) (Figura 7).

As conexinas sdo uma familia de proteinas transmembrana de meia-vida curta,
com aproximadamente 20 isoformas nomeadas pelo peso molecular. As Cxs estao
presentes em vertebrados e invertebrados, consideravelmente homologas entre
humanos, ratos e camundongos. A regulacdo da expressdo destas proteinas é
importante para o desenvolvimento normal e fisioldgico de diversos 6rgaos e crucial
para a manutengdo da homeostase celular. Diferentes conexinas tém sido
encontradas em estruturas tubulares e vasculares no rim. Na regidao tubular, as
conexinas séo expressas no TCP e em ductos coletores, principalmente as Cx30 e
Cx37, provavelmente desempenhando um papel importante na regulacdo da
excrecdo de Na'. Na vasculatura renal, diferentes Cxs foram observadas entre
células musculares e entre células endoteliais, sendo as Cx37, Cx40 e Cx43 as mais
presentes nesta regido, participando da propagacéo dos sinais de vasoconstriccao e
vasodilatacdo. A Cx40 é expressa na vasculatura renal pelas células
justaglomerulares e pelas células endoteliais das arteriolas aferentes, sendo
essencial para a propagacao de sinais ao longo do endotélio. Esta conexina também
pode ser expressa por células mesangiais intra e extraglomerulares, participando do
processo de regeneracdo destas células (Sala et al., 2016). Como o0 rim
desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase, a comunicagao
celular é um processo importante e precisa ser bem ajustada para avaliar as
diferentes condicdes no microambiente e possibilitar uma resposta adequada
(Hanner et al, 2010). AlteragBes na expressado de conexinas tém sido relacionadas a
doencas congénitas e adquiridas. A etiologia e patogénese da hipertensdo esta
relacionada principalmente a deficiéncia de Cx40, uma vez que atua na regulacéo da
secrecdo da renina, evidenciando seu importante papel no controle da pressao
arterial (Machura et al., 2015; Meda et al., 2017). Os diversos fatores que causam e
agravam a DRC, estao relacionados com a inducéo da inflamacé&o crénica e fibrose

no rim, o que pode estar associado com a disfuncdo de juncbes comunicantes.
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Assim, a andlise da expressao das Cxs pode ser importante para detectar mudancas
inicias durante o desenvolvimento da DRC (Toubas et al., 2011).
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Figura 7 - Representacdo esquematica das conexinas, conexons e juncdes
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Fonte: Adaptado de Pearson Education, Inc., 2011.

Hipertensao renovascular

A hipertensdo renovascular (HR) € considerada uma das causas mais
frequentes de hipertensdo arterial secundaria, em torno de 25% a 35%,
correspondendo a cerca de 1 a 5% da populacao de hipertensos. A HR é causada
pela estenose ou oclusdo de artérias renais principais, resultando no estreitamento
do vaso. A estenose da artéria renal estd associada a hipertensao, insuficiéncia
renal progressiva e doenca renal em fase terminal, além de complicacbes
cardiovasculares. Em geral, cerca de 80% a 90% dos casos sao causados por
aterosclerose, que evoluem com hipertensao resistente, e 10% por displasia
fibromuscular (JBN, 2010; Chrysant e Chrysant, 2014; Textor, 2017). O diagndstico
correto é dificultado pela necessidade de varios requisitos. Individuos sem historico
familiar de hipertensao, refratarios ao tratamento (mesmo utilizando mdultiplas drogas
para o controle), discrepancia nos tamanhos dos rins, hipocalemia (reducdo de
potassio no sangue) persistente, desenvolvimento de hipertensdo antes de 30 anos
e apos 50 anos, edema pulmonar recorrente e declinio da fungéo renal, sdo alguns
indicios sugestivos de hipertensdo renovascular. Atualmente as abordagens

terapéuticas na HR sdo: a medicamentosa, com uso frequente de mais de um
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agente anti-hipertensivo; angioplastia, levando a dilatagcdo da estenose da artéria
renal pela colocacdo de stent; e a abordagem cirargica por revascularizacdo ou
autotransplante. No entanto, alguns medicamentos sdo contraindicados ou nao
respondem ao tratamento e, ainda, podem ocorrer complicacdes em decorréncia da
angioplastia para correcado da estenose de artéria renal. Mesmo com a restauragao
do fluxo sanguineo, os desfechos renais e cardiovasculares sdo preocupantes para
os individuos com HR e a baixa incidéncia de HR em pacientes com hipertenséo,
dificulta o rastreamento na populacdo, além de ndo ser custo-efetivo nessas
condic¢des (Krishna et al., 2013; Li et al., 2017; Textor, 2017). Apesar do avango no
desenvolvimento de técnicas na revascularizagcdo, ainda € necessario buscar novas

opcOes terapéuticas mais efetivas para o tratamento dos individuos com HR.

Modelo experimental de hipertensao renovascular

Um dos modelos mais utilizados para o estudo da patogénese da HR foi
proposto por Goldblatt e colaboradores (1934), denominado de 2 Rins — 1 Clipe
(2R1C), no qual a hipertenséo renovascular € induzida por meio da estenose parcial
da artéria renal de um dos rins, em geral do rim esquerdo, por implantagdo de um
clipe de prata. O mecanismo fisiopatolégico que mantem a hipertensdo é
multifatorial. A reducédo substancial da pressdo de perfuséo renal, provocada pela
estenose, ativa o0 SRAA, que estimula a liberagcdo de renina pelas células
justaglomerulares na arteriola aferente do rim clipado, aumentando a concentracédo
da Ang Il circulante e de aldosterona. Estes hormoénios estimulam o aumento do
volume sanguineo, através da reabsorcao renal de sédio e 4gua. O aumento da Ang
Il também provoca vasoconstricdo sistémica e, finalmente, ativacdo do sistema
nervoso simpatico, resultando no aumento da presséo arterial (Figura 8). Assim, a
hipoperfusdo renal persistente leva a nefropatia isquémica, e a hipertensédo, ao
aumento da resisténcia vascular sistémica e ao aumento do débito cardiaco. Além
das alteracfes sistémicas, a estenose da artéria renal provoca efeitos locais como:
estresse oxidativo, inflamacao do tecido renal e perda microvascular, resultando em
disfuncéo renal e fibrose (Amat et al., 2014, Lincevicius et al., 2015; Oliveira-Sales et
al., 2013 e 2016).
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Estudos mostram que a hipertenséo renovascular 2R1C é um modelo classico
de hipertensdo animal, pois exibe um aumento transiente na atividade do SRAA
dependente de renina, considerado semelhante a doenca renovascular humana com
hipertensdo moderada. Desta forma, o modelo 2R1C foi utilizado neste trabalho por
mimetizar a hipertensdo renovascular clinica. Isto possibilita um melhor
entendimento da doenca e contribui para o avanco dos tratamentos terapéuticos.
Portanto, o modelo 2R1C tem sido amplamente utilizado nos estudos de
fisiopatologia da hipertensao, no estudo de drogas anti-hipertensivas e na busca por
novos biomarcadores mais sensiveis, além de ser um modelo de facil
estabelecimento em animais. Nos animais 2R1C, o rim estendtico desenvolve atrofia
progressiva, enquanto que o rim contralateral desenvolve hipertrofia, mas sem
grandes alteracdes histopatolégicas, como observadas no rim clipado. Entretanto,
apesar de ser um modelo bem estudado, ainda é necessario compreender o0s
mecanismos fisiopatolégicos perante o uso da terapia celular (Fechtel et al., 2012;

Krishna et al., 2013; Al-Suraih e Grande, 2014, Li et al., 2017; Lira et al., 2017).

Figura 8 - Esquema dos mecanismos para o estabelecimento da hipertenséo

renovascular através do SRAA
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Legenda: ECA — enzima conversora de angiotensina.

Nota: Na estenose da artéria renal ocorre a reducdo da perfusdo sanguinea, promovendo a liberacéo
da renina, que em Ultima andlise amplifica os sinais sistémicos para restaurar os niveis de
pressao arterial

Fonte: Adaptado de Garovic e Textor, 2005.
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Terapia celular

A terapia celular com células-tronco (CT) tem sido muito utilizada como
estratégia terapéutica para introduzir novas células em tecidos lesionados, com o
intuito de tratar diferentes doencas. A habilidade das CT de auto-renovacédo e
diferenciacdo em varios tipos celulares, as tornam especialmente atraente para a
terapia celular, podendo ser utilizadas na regeneragéo tecidual ou para modular a
progressdo de doencas, tais como as doencas renais (Chung et al., 2015; Lombardi
et al., 2016).

As CT sao definidas como células indiferenciadas com capacidade proliferativa
ilimitada e que podem originar células indiferenciadas ou especializadas no processo
de divisao celular, como células sanguineas e musculares (Carvalho e Goldenberg,
2012; Chou et al., 2014; Yamashita e Tumbar, 2014). As CT podem ser classificadas
guanto a sua plasticidade e origem. Em relacdo a plasticidade, as CT podem ser
totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. As totipotentes sao células capazes de
originar todos os tipos celulares embrionarios e extraembrionarios, o que
corresponde a célula-ovo (zigoto). As pluripotentes, sdo as CT embrionarias,
capazes de gerar todos os tecidos dos trés folhetos embrionarios do organismo. E
as multipotentes, sdo células com capacidade de diferenciacdo limitada, que
originam um subconjunto de linhagens celulares. Também existem, as células-tronco
adultas reprogramadas, que atingem estado de pluripoténcia artificialmente, séo as
células-tronco de pluripoténcia induzida, chamadas iPSCs, células somaéticas
diferenciadas foram desdiferenciadas (Takahashi e Yamanaka, 2013; Salvatori et al.,
2014; Thakkar et al., 2017). Com relacdo a origem, as CT podem ser classificadas
em embrionédrias e adultas. As CT embrionarias sdo células derivadas da massa
interna de blastocistos dos mamiferos, que podem proliferar-se indefinidamente em
gualquer tipo celular dos trés folhetos preservando sua pluripoténcia. Por isso, estas
células séo promissoras no campo da medicina regenerativa. Entretanto, a utilizacao
destas células é restrita porque envolve questdes éticas, e sua aplicabilidade clinica
oferece riscos, uma vez que podem levar a formacdo de tumores (teratoma) e a
rejeicdo imunologica (Wei et al., 2013; Salvatori et al., 2014). As CT adultas séo
encontradas em varios tecidos e 6rgdos do organismo adulto, como na medula
0ssea e no rim, sendo comprometidas com diferenciacao celular especifica do tecido

onde se encontram, ou seja, multipotentes. Varios trabalhos discutem a atuagéo
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destas CT residentes, o mais provavel é que tenham importancia nos mecanismos
de reparo do tecido onde estdo alocadas, com funcdo de manter a homeostase
tecidual e substituir as células mortas por envelhecimento, lesdo ou doenca
(Carvalho e Goldenberg, 2012; Rezza et al., 2014; Wang et al., 2014).

Células-tronco da medula 6ssea

A medula éssea é um tecido esponjoso que produz bilhdes de células por dia
de acordo com a necessidade do organismo. Na medula 6ssea sdo encontradas
duas populacdes de células-tronco, as hematopoiéticas (CTH), responsaveis pela
producdo de células sanguineas das linhagens mieldide e Ilinfoide, e as
mesenquimais (CTM), responsaveis pela formacdo do estroma da medula 6ssea,
garantindo a homeostasia do ambiente medular para a regulacdo da hematopoiese
(Figura 9) (Carvalho e Goldenberg, 2012; Cuende et al., 2012; Marrison e Scadden,
2014).

As CTH sao responsaveis pela regeneracdo e manutencao de todas as células
linféides e mieldides maduras do tecido sanguineo, medula éssea, baco e timo
(Figura 9). Além disso, as CTH possuem as caracteristicas tipicas de células-tronco:
sdao multipotentes, tem capacidade de autorrenovacéo e apresentam alto potencial
de proliferacao (Chou et al., 2014; Morrison e Scadden, 2014; Tamplin et al., 2015).

Figura 9 - Células de medula éssea e seus derivados
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Nota: Células tronco de medula 6ssea podem ser hematopoiéticas, que formam todas células
sanguineas a partir das linhagens mieldide e linfdide, ou mesenquimais (estromais), que
formam o estroma de suporte da medula 6ssea e podem se diferenciar em outras células de
linhagem mesodérmica, como osteoblastos e adipdcitos.

Fonte: Adaptado de NIH, 2012.

As CTH sdao utilizadas na terapia celular alogénica para tratamento de diversas
doencas, sendo a populacéo celular melhor caracterizada em relacdo ao isolamento
celular e marcadores especificos (Sng e Lufkin, 2012; Wei et al., 2013). No entanto,
para o tratamento de doencas de carater ndo hematologico, as CTH séo utilizadas
em terapia celular como componentes da fracdo de células mononucleares da
medula 6ssea (CMMO) (Barreira et al., 2009; Cuende et al., 2012; Marques et al.,
2013). A fracdo de CMMO é composta por varios tipos celulares, principalmente
células precursoras linfoides, que originam os linfocitos, células precursoras
mieldides, que originam as demais células sanguineas e uma pequena porcentagem
de CTM. Esta fracdo de CMMO tem sido utilizada na terapia celular devido a
facilidade de obtencdo e sem necessidade de cultivo celular para expanséao, como &
necessario no caso das CTM puras. Além disso, acredita-se que 0s outros tipos
celulares sao importantes nos processos de sinalizacdo e modulagéo da inflamagéao
em terapias celulares, onde atuariam sinergicamente com as CTM (Brunswick, 2009;
Santos, 2010; Ornellas et al., 2017). Varios estudos tém demonstrado a grande
relevancia do uso das CMMO na terapia celular em diversas patologias, como em
doencas renais, hepéticas, cardiacas e pulmonares (Barreira et al., 2009; Marques
et al., 2013; Duan et al., 2015; Morales et al., 2015).

Células-tronco de medula éssea no reparo renal

A capacidade de modular o microambiente da lesdo, possibilitando a
regeneracao tecidual e funcional através da terapia celular com células-tronco,
provoca grande interesse no estudo destas células aplicadas em diversos modelos
experimentais de lesédo renal aguda e crénica (Maeshima et al., 2014; Suzuki et al.,
2016). Portanto, mais analises sdo necessarias para elucidar os mecanismos pelo
quais as células-tronco atuam no tecido lesionado promovendo a regeneracao.

O rim € um 6rgao altamente complexo, formado por mais de 20 tipos de células
diferentes. Estas células diferem em relacdo a taxa de proliferacdo, renovacéo e

potencial regenerativo. Os poddcitos sao células altamente especializadas com taxa
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de proliferacdo minima. Portanto, em caso de dano, ndo sdo substituidos pela
proliferacdo dos poddcitos vizinhos. Ha relatos de que células epiteliais do folheto
parietal da capsula de Bowman tem habilidade de se diferenciarem em poddcitos, in
vitro (Cellesi et al., 2015). Entretanto, as células do TCP, nestas mesmas condicdes,
iniciam um processo de proliferagdo difusa (Bussolati et al., 2009). Vérios tipos
celulares estdo envolvidos na regeneragdo renal, como (I) as células epiteliais do
TCP, que podem desdiferenciar e proliferar; (Il) as células epiteliais do TCD, que
sintetizam e liberam fatores de crescimento, como IGF-1, HGF e EGF, que atuam
nas celulas epiteliais do TCP promovendo a regeneracdo por efeito paracrino; (ll1)
macréfagos, que liberam fatores de crescimento para estimular a proliferacdo das
células epiteliais tubulares, angiogénese e, assim, participam no reparo renal (Huls
et al 2008; Chou et al 2013; Johansson, 2014). Entretanto, o potencial regenerativo
do rim é limitado, principalmente apds o estabelecimento irreversivel da fibrose
(Maeshima et al., 2014). As células renais primarias e progenitoras contribuem para
a regeneracdo de varias estruturas, principalmente dos segmentos tubulares. Além
disso, outros tipos celulares podem participar do processo de regeneracdo renal,
como as células-tronco exdgenas (Guo e Cantley, 2010; Chung et al., 2015) (Figura
10). Estudos experimentais e pré-clinicos revelam que a administracdo de CTM
pode estimular e acelerar o processo de regeneracdo morfoldgica e funcional apos o
dano renal (Rosenberg, 2013; Roushandeh et al., 2017). Ja foi demonstrado que as
células-tronco de medula déssea transplantadas foram capazes de regenerar cerca
de 10% do TCP, apds doenca renal aguda induzida por isquemia (Huls et al., 2008).
Além disso, um estudo recente revelou que as CTM emitem projecBes em direcdo a
matriz extracelular para estabelecer comunicacdo com as células epiteliais do rim
(Minuth e Denk, 2015).
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Figura 10 - Manutengéo do tdbulo renal
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Legenda: CTE- célula-tronco embrionédria; CTM - célula-tronco mesenquimal; CTMO - célula-tronco

de medula éssea; iPS - célula-tronco de pluripoténcia induzida.

Nota: (a) O mecanismo primario de substituicdo de células tubulares é através proliferacdo de células
tubulares enddgenas. (b, ¢) As células da medula 6ssea (CTMO e CTM) participam do
processo de reparo atraveés (b) da incorporagédo direta no tdbulo ou (c) por fatores secretados
gue promovem a sobrevivéncia e proliferacdo das células endogenas. (d) As células
progenitoras renais residentes localizadas no intersticio do rim também contribuem para a
substituicdo de células tubulares. (e, f) Terapias promovem melhoria na regeneragao dos
tubulos apOds lesdo renal através (e) da secrecdo de fatores renoprotetores pelas CTM
cultivadas ou (f) pela introducdo de células progenitoras renais que geradas ex vivo a partir de
CTE ou iPS.

Fonte: Adaptado de Guo e Cantley, 2010.

Evidéncias recentes mostram que as CTMO podem contribuir para formacao
de novos podacitos, células tubulares, endoteliais e mesangiais. Os efeitos benéficos
da terapia celular parecem estar associados, principalmente, ao mecanismo
enddcrino e paracrino das células-tronco injetadas, através da secrecdo de varios
fatores que atuam sobre as vias de proliferacdo, sobrevivéncia, inflamacéao,
angiogénese e imunidade (Ilwatani e Imai, 2010; Rosenberg, 2013; Peired et al.,
2016; Thakkar et al., 2017). De acordo com os estudos atuais, a secrecdo de
diferentes citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas e microvesiculas contendo
RNAmi, RNAmM e proteinas pelas células-tronco mesenquimais no local da leséo,

tem um papel chave na regeneracao renal (Tsuji e Kitamura, 2015; Suzuki et al.,
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2016; Eirin et al., 2017) (Figura 11). Portanto, a terapia celular com células-tronco se
mostra promissora para futuro tratamento de doencas renais humanas (Rosenberg,
2013; Roushandeh et al., 2017).

Figura 11 - Propriedades das CTM em doengas renais
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Legenda: CTM — células-tronco mesenquimais; setas largas- significa melhora; barra em T- significa

reducéo.

Nota: CTM, fatores sollveis ou microvesiculas podem ser administrados via intraperitoneal, intra-
arterial, intravenosa, intraparenquimal ou intra-0ssea. Elas exercem a¢fes renoprotetoras e
regenerativas em tecidos danificados via secrec¢do paracrina de vérios fatores promovendo
acOes anti-fibrética e anti-apoptotica, pré-angiogénica, anti-oxidativa, proliferativa e
diferenciadora, além da imunossupressao e imunomodulagdo do sistema imune.

Fonte: Adaptado de Peired et al., 2016.

Atualmente, a doencga renal cronica (DRC) é um problema universal de saude
publica que afeta milhares de pessoas em todo o mundo. A DRC é incuravel e
requer tratamento substitutivo da fungéo renal, incluindo dialise ou transplante renal
(Van Koppen et al., 2012; Hickson et al., 2016; Peired et al., 2016). Apesar do Brasil
ser o segundo pais do mundo em numero de transplantes, de acordo com os dados
de marco 2017 da Associa¢do Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO), o

namero de pacientes inscritos na lista de espera para transplante de rim é de 20.965
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(Tonelli e Riella, 2014; ABTO, 2017). Em 2013, no Brasil, o nimero de pacientes
mantidos em dialise era de 100.397, a taxa de mortalidade anual foi de 18%, aonde
0S gastos com o programa de dialise e transplante renal no Brasil, por ano,
chegaram a aproximadamente 1,4 bilhdo de reais (Oliveira-Sales et al, 2013; SBN,
2013). Em 2016, ja foram 122.825 pacientes em tratamento dialitico no Brasil (SBN,
2016). Assim, a caréncia de 6rgaos e o alto custo dos tratamentos atuais séo fatores
que limitam essas acdes e levam a necessidade iminente do desenvolvimento de
novas terapias, como a terapia celular com células-tronco de medula 6ssea, devido
aos seus efeitos benéficos descritos na literatura. A terapia celular tem contribuido
significativamente para o restabelecimento da morfologia e funcao renal em doencas
renais aguda e crbnica, e a comunicacdo celular bem ajustada no microambiente
renal € importante para a manutencdo da homeostase tecidual. Entretanto, pouco se
sabe sobre os efeitos das células-tronco transplantadas na comunicagdo celular

entre as células residentes danificadas.
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1 OBJETIVOS

1. 1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos do transplante

de células mononucleares de medula éssea na comunicacéao celular entre as células

renais de ratos com hipertenséo renovascular.

1.2 Especificos

Os objetivos especificos foram avaliar os seguintes parametros:

a)
b)

c)

d)

f)

9)

Pressao arterial semanalmente de todos os animais;
Funcdo renal através da andlise bioquimica de proteinas totais,
creatinina e ureia em amostras de sangue e urina;
Estruturas morfologicas do tecido renal através da coloracdo histolégica
de rotina Hematoxilina e Eosina;
Fibrose no parénquima renal através da coloracéo Picro Sirius Red;
Localizacdo e quantificacdo das CMMO GFP+ transplantadas no tecido
renal por imunofluorescéncia e citometria de fluxo;
Expressao de N- e E-caderinas, e renina no tecido renal por microscopia
de luz ou confocal;
Expressdo de N- e E-caderinas, renina, conexina 40 e nefrina no tecido

renal por western blotting.
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2 METODOLOGIA

2.1 Animais

O protocolo de manuseio e experimentacdo dos animais foi aprovado pelo
Comité de Etica do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (n.°CEUA/029/2013).

Neste trabalho, foram utilizados ratos Wistar machos e ratos Lewis
transgénicos GFP (LEW-Tg eGFP F455/Rrrc) que foram gentilmente cedidos pelo Dr
Alfredo Miranda Gées do Departamento de Bioquimica e Imunologia da
Universidade Federal de Minas Gerais. As alteracfes genéticas sao caracterizadas
pela presenca do vetor lentivirus, contendo o gene eGFP sob o controle do promotor
da ubiquitina C. Todos os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Histologia e Embriologia (IBRAG/UERJ) em ambiente com temperatura (21 + 2°C) e
umidade (60 = 10%) controladas, submetidos a ciclo de luz invertido
(12h/claro/escuro), exaustdo 15 min/h e alimentados com ragdo balanceada padréo
(NUVILAB®, Brasil) e agua ad libitum.

2.2 Selecao dos animais Lewis eGFP por citometria de fluxo

Os ratos Lewis que apresentaram maior expressao da proteina eGFP foram
selecionados a partir da analise de fluorescéncia das células do sangue periférico
por citometria de fluxo. Inicialmente, os animais foram submetidos a anestesia
inalatoria para a coleta de 0,2 ml de sangue periférico através de um pequeno corte
na ponta da cauda. As amostras foram centrifugadas a 800 x g por 10 minutos, e
entdo, o plasma e o anel de eritrocitos foram coletados e ressuspendidos em 3 ml de
PBS (tampé&o fosfato salino) pH 7.2. A amostra foi depositada cuidadosamente sobre
Ficoll (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich) e centrifugada a 819 x g por 30 minutos, a
temperatura ambiente. O anel de células mononucleares formado na interface Ficoll

— PBS, foi coletado e ressuspendido em 0,6 ml de PBS pH 7.2. Entdo, as amostras
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foram analisadas pelo citbmetro de fluxo (BD Accuri, BD Biosciences). As analises
dos dados foram realizadas no BD CSampler software. Apenas 0s animais que
apresentaram no minimo 80% de células fluorescentes foram selecionados para o

isolamento das CMMO GFP" transplantadas.
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2.3 Inducéo da hipertenséo arterial

Para o estudo da doenca renal crbnica, foi utilizado o modelo de Hipertenséo
Renovascular (HR) proposto por Goldblatt — 2R1C (Goldblatt et al., 1934). Ratos
Wistar, com aproximadamente 2 meses de idade, foram anestesiados com Xilazina
(Anasedan - 20 mg/kg) e Cetamina (Virbac - 40 mg/Kg), intraperitonealmente. A
seguir, realizamos uma incisdo cirurgica para localizacdo e isolamento da artéria
renal esquerda. O tecido conectivo foi cuidadosamente separado da artéria renal
esquerda. Uma vez isolada, foi colocado um clipe de prata (0,2 mm de abertura)
nesta artéria, deixando-a parcialmente ocluida (Figura 12). Uma vez que a ocluséo
reduziu o fluxo renal em cerca de 50% (Lupu et al., 1972), h& o estabelecimento da
condicdo necessaria para o desenvolvimento da hipertensdo. Outros ratos Wistar
também foram submetidos ao mesmo procedimento cirirgico, mas nao realizamos a
colocacdo do clipe de prata (oclusdo parcial da artéria renal), assim foram

considerados como animais controle (sham).

Figura 12 - Cirurgia para induc¢ao da hipertenséo renovascular
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Nota: (A) Dimensédo do clipe de prata (0,2 mm de abertura); (B) O clipe esta implantado na artéria
renal esquerda.
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2.4 Isolamento de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) de ratos
transgénicos Lewis eGFP (Lira et al., 2017)

As células de medula 6ssea foram obtidas a partir dos fémures e tibias de ratos
Lewis com aproximadamente 2 meses de idade. A pele e os musculos adjacentes ao
fémur e a tibia foram retirados, evitando o rompimento de vasos sanguineos
presentes na regido. Os fémures e as tibias foram colocados em placas de petri
contendo PBS para dissecacdo do musculo. Em seguida, as epifises 6sseas foram
cortadas e 0s 0ssos colocados no interior de uma ponteira de 1000 pL, sendo
centrifugado a 461 xg por 5 minutos a 4°C, para a obtencdo do estroma medular.
Entdo, a medula foi coletada e homogeneizada com PBS e as ponteiras, contendo
os fémures e as tibias, foram descartadas. As amostras referentes a cada pata do
animal foram reunidas e centrifugadas a 461 x g por 5 minutos a 4°C. O pellet de
células foi ressuspendido em 4 ml de DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco,
Sigma—Aldrich) sem soro, pH 7.2 e, em seguida, adicionado cuidadosamente sobre
4 ml de Ficoll (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich). Os tubos foram centrifugados a 819
X g por 30 minutos, a temperatura ambiente. O anel de células formado na interface
Ficoll — meio de cultura, que contém as células mononucleares de medula éssea, foi
coletado e, entdo, as células foram ressuspendidas em 10 ml PBS pH 7.2 e
centrifugadas a 461 x g por 5 minutos, a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado e este processo repetido mais duas vezes, para a retirada total do Ficoll.
Logo em seguida, as células foram ressuspendidas em 1 ml de PBS gelado estéril,
pH 7.2, e contadas na camara de Neubauer. As seringas de 1 ml foram preparadas
com 1x10° células diluidas em 0,3 ml de PBS gelado, pH 7.2 (Figura 13).
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Figura 13 - Isolamento das células mononucleares da medula 0ssea
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Legenda: CMMO GFP” - células mononucleares de medula 6ssea obtidas de animais GFP".

Nota: (A) Retirada do fémur e tibia; (B) Dissecacado de todo o musculo; (C) Retirada das epifises e
exposicdo do canal medular; (D) Centrifugacdo para obtencdo do estroma celular; (E)
Formac&o do anel de CMMO GFP".

2.5 Transplante das CMMO GFP* na regido subcapsular renal

ApOs quatro semanas da clipagem da artéria renal esquerda, as CMMO GFP”
foram isoladas e imediatamente transplantadas na regido subcapsular de ratos
2R1C anestesiados, intraperitonealmente com Xilazina (20 mg/kg) e Cetamina (40
mg/Kg) (Figura 14). Este procedimento de transplante das CMMO GFP™ nos animais
2R1C foi realizado uma Unica vez.
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Figura 14 - Transplante das CMMO GFP" na regido subcapsular renal nos animais

dos grupos tratados

|

Legenda: RE — rim esquerdo.
Nota: No momento da injecdo das CMMO GFP" ocorre a formagdo de uma bolha contendo as células
(area selecionada em preto), sendo absorvidas aos poucos pelo parénquima renal.

2.6 Grupos experimentais

Para formacdo dos grupos experimentais, a cirurgia da clipagem da artéria
renal esquerda foi realizada na semana 1 e o transplante das CMMO GFP* na 42
semana (Figura 15). Entéo, foram formados 6 grupos experimentais (n=6 em cada
grupo):
Grupo Controle: animais sham — submetidos ao estresse da cirurgia, porém sem a

colocacao do clipe de prata.

Grupo 2R1C: animais submetidos a cirurgia da clipagem da artéria renal esquerda,
sendo submetidos a eutanasia apos 30 dias da cirurgia;

Grupo 2R1C + CMMO 24h: animais 2R1C que receberam transplante das CMMO
GFP* sendo submetidos a eutanasia 24 horas ap0s o transplante;

Grupo 2R1C + CMMO 48h: animais 2R1C que receberam transplante das CMMO

GFP" sendo submetidos & eutanasia 48 horas apds o transplante;
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Grupo 2R1C + CMMO 7d: animais 2R1C que receberam transplante das CMMO
GFP™ sendo submetidos a eutanasia 7 dias apds o transplante;
Grupo 2R1C + CMMO 15d: animais 2R1C que receberam transplante das CMMO

GFP" sendo submetidos a eutanasia 15 dias apos o transplante.

Figura 15 - Organizacao dos grupos experimentais

4 \

Clipagem da Transplante
artéria renal CMMO GFP+
24h 48h 7d 15d
1 1 1 1
1 1 1 1
| 1 1 1 1
| Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana4 Semana 5 Semana 6 |

N J

Nota: A linha tracejada em vermelho mostra o periodo da eutanasia de cada grupo experimental.

2.7 Presséao arterial

A afericdo da presséao arterial sistolica (mmHg) foi realizada por um método
nao invasivo de pletismografia de cauda (Letica LE 5100 — Pantalab ®, Espanha).
Neste método, a artéria da cauda € brevemente ocluida com o auxilio de um
pequeno “cuff’, além de um sensor que também é colocado na cauda do animal.
Esse sensor é capaz de detectar a pulsacdo arterial e enviar o sinal para um
conversor analogico digital. A afericho da pressdo arterial foi realizada
semanalmente, a partir da semana 0 até a semana 6 nos animais dos diferentes
grupos experimentais, obtendo em cada sesséo trés medicdes repetidas para cada
animal, a fim de obter uma média final dos valores obtidos. Os animais foram
adaptados previamente por duas semanas, antes do periodo experimental, para
minimizar o estresse durante a afericdo da pressao arterial, reduzindo a influéncia do

estresse induzido pela manipulacdo do animal.
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2.8 Analise bioquimica do plasma e urina

Para a coleta da urina, os animais foram colocados individualmente em
gaiolas metabdlicas no dia anterior & eutanasia (Figura 16). Inicialmente, deixamos
0s animais com livre acesso a agua, mas em jejum por um periodo de 6 horas, a fim
de evitar a contaminacdo da urina com as proteinas da racdo, para realizarmos o
teste da fita reagente na amostra de urina isolada. Apos esse periodo, voltamos a
disponibilizar a racdo comercial e livre acesso a agua por mais 18 horas para
continuarmos a coleta da urina (urina 24 horas usada nos testes bioquimicos
guantitativos). Ao final deste periodo foi realizada uma centrifugacdo branda de 60
segundos apenas para separarmos grandes fragmentos de racao da urina. Assim, a
urina coletada nas ultimas 18 horas foi acrescentada a urina coletada nas 6 horas
iniciais, totalizando a coleta da urina durante 24 horas, em seguida, sendo
armazenada a -20°C para as analises bioquimicas. Neste mesmo dia, os animais
foram anestesiados com Xilazina (20 mg/kg) e Cetamina (40 mg/Kg), com injecéo
intraperitoneal para a eutanasia. Amostras de sangue foram obtidas por puncéo
cardiaca e colocadas em tubos previamente heparinizados. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 819 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente, e 0
plasma foi armazenado a -20°C para analise bioguimica.

Para avaliar a funcdo renal, analisamos o0s niveis de proteinas totais,

creatinina e ureia em amostras de urina e plasma sanguineo.
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Figura 16 - Gaiola metabdlica

Nota: O animal tem livre acesso a agua e a urina é coletada no béquer abaixo do funil, como
mostrado pela seta.

2.8.1 Andlise bhioguimica da urina através da tira reagente

A urindlise foi realizada com auxilio das tiras reagentes (iChem 10 sg Urine
chemistry strips — Iris diagnostics), considerado o0 modo mais simples e rapido para
realizar 10 ou mais analises bioquimicas clinicamente importantes, além de detectar
a presenca de sangue na urina. As tiras reagentes possuem pequenas almofadas
absorventes, impregnadas com substancias quimicas, presas a uma tira de plastico
(Figura 17). Quando em contato com a urina, ocorre uma reacao quimica em cada
almofada, que produz determinada coloragdo. As cores resultantes foram
interpretadas, comparando-as com uma tabela de cores fornecidas pelo fabricante
(Iris diagnostics). Inicialmente, as amostras de urina 6h foram homogeneizadas, em
seguida, colocadas sob a tira reagente, que interagiu por aproximadamente 60
segundos. Logo apods, foi removido o0 excesso da amostra com auxilio de papel
absorvente e a leitura da tira foi realizada.

Este teste qualitativo foi capaz de analisar 0s seguintes parametros

bioquimicos: bilirrubina, urobilinogénio, corpos cetbnicos, acido ascorbico, glicose,
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proteinas, sangue e nitrito, além de detectar a presenca de leucécitos, e medir pH e
densidade urinaria. Todos os resultados de cada amostra foram anotados em tabela

comparativa entre 0s grupos experimentais.

Figura 17 - llustracdo das tiras reagentes utilizadas na analise bioguimica
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Nota: Cada quadrante representado por cores diferentes esta relacionado com um teste bioquimico
especifico. Apos a imersao na amostra de urina, ocorre a variacdo de cor de acordo com o

resultado.

2.8.2 Quantificacdo da creatinina e ureia do plasma e urina

As concentragfes de creatinina e ureia foram realizadas com uso dos kits
comerciais da Bioclin (Creatinina cinética - KO67 e Ureia cinética - KO56) para leitura
no espectrofotdmetro (A25, BioSystems) em 510nm e 340 nm, respectivamente, aos
30 e 90 segundos. A técnica esta baseada na reacdo da creatinina com o picrato
alcalino em meio tamponado, obtendo-se um cromdégeno cuja absorbéancia é
proporcional a concentracdo de creatinina na amostra. Ja a técnica da quantificagéo
da ureia esta baseada no consumo de NADH pela reacéo. A partir dos valores de
absorbancia de cada amostra, calculamos o valor da creatinina e ureia de acordo

com as formulas abaixo:
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A Ado Padrdo = Abs. 90 segundos - Abs. 30 segundos
ou da Amostra

A A da Amostra x Concentracdo
Creatinina = do Padrio (3mag/dL )
(mg/dL) A A do Padrio

Uréia (mg/dL)= AAdaAmosira x 70
A A do Padrao

Os valores obtidos foram utilizados na construcdo dos graficos de

concentracdo da creatinina e ureia, no software Graph Pad Prism 6.0.

2.8.3 Quantificacdo das proteinas totais do plasma e urina

Para a dosagem das proteinas totais presentes no plasma e na urina, foram
utilizados os kits comerciais da Bioclin (Proteinas totais monoreagente - K031 e
Bioprot U/LCR - K108, respectivamente) para leitura no espectrofotometro (A25,
BioSystems) em 545 nm. A quantificacdo das proteinas totais foi realizada pelo
método de Biureto, onde as ligacdes peptidicas das proteinas reagem com 0s ions
cupricos, em meio alcalino, formando um complexo de coloracdo violeta que é
proporcional ao teor das proteinas no meio. A partir dos valores de absorbéancia de
cada amostra, calculamos o valor das proteinas totais de acordo com a férmula

abaixo:

Proteinas Totais ( g/dL ) = Absorbancia da Amosira x 4
Absorbancia do Padrdo

Os valores obtidos foram utilizados na construgdo dos graficos de

concentracéo das proteinas totais, no software Graph Pad Prisma 6.0.

2.9 Processamento do tecido renal para microscopia de luz

Apoés a eutanasia dos animais, os rins foram coletados, fixados em formol

10% durante 3 dias, lavados em agua corrente por 1h e desidratados em alcool 70%
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overnight. No dia seguinte, foi dado prosseguimento a desidratacdo em alcool 90% e
duas séries em alcool 100% por 1h em cada banho. Em seguida, as amostras
passaram por duas séries de xilol 30 minutos cada, imersas em dois banhos de
parafina por 40 minutos cada e finalmente, inclusdo em parafina. Apds a microtomia
dos blocos, os cortes de 5 um foram aderidos as laminas silanizadas.

Para verificar alteragBes histopatoldgicas, as laminas foram coradas com

hematoxilina e eosina (HE) e analisadas ao microscopio de luz.

2.10 Analise quantitativa de colageno

Para andlise quantitativa da fibrose renal, laminas contendo os cortes
histologicos foram colocadas na estufa a 60°C por 30 minutos e, em seguida, 0s
cortes foram desparafinizados em 3 séries de xilol e hidratados em séries
decrescentes de alcool (100%, 90%, 70%) por 2 minutos em cada etapa. Os cortes
foram corados com Picro-Sirius Red (solucédo a 0,1% de Direct Red 80, Sigma-
Aldrich) por 1 hora, imersos em solugdo de HCI 0,1N e lavados com agua destilada.
Em seguida, o tecido foi contracorado com hematoxilina e submetido & desidratagcéo
crescente em alcool 70%, alcool 90% e alcool 100%, 3 minutos cada. Finalmente, os
cortes foram clarificados em 3 séries de xilol e as laminas foram montadas com
entellan (Merck).

Para quantificacdo do colageno por Picro Sirius red, foram necessarias trés
laminas de cada animal. As imagens das areas coradas em vermelho, consideradas
como fibrose pelo acumulo excessivo de colageno, foram capturadas com o uso da
objetiva de 20X (8 campos aleatérios de cada lamina, no total de 120 campos
analisados por grupo experimental). As imagens foram quantificadas pelo programa
Image-Pro Plus 7.0 e os valores médios das areas selecionadas foram expresso

como a porcentagem de area marcada.

2.11 Imunohistoquimica

As laminas com cortes de rim foram colocadas numa estufa de 60°C por 20

minutos e, em seguida, submetidas ao processo de desparafinizacédo atravées de dois
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banhos de xilol e hidratados em séries decrescentes de alcool (100%, 90%, 70%)
por 2 minutos em cada etapa. ApoOs esta etapa inicial, os cortes foram processados
para aplicacdo das técnicas de imunoperoxidase ou imunofluorescéncia descritas

abaixo.

2.11.1 Imunoperoxidase

ApOs hidratagdo e lavagem com agua destilada, os cortes foram incubados
com peroxido de hidrogénio por 15 minutos, com o objetivo de eliminar a peroxidase
endogena (Detection Kit - Invitrogen). Em seguida, os cortes foram incubados em
tampdo citrato pH 6,0 por 20 minutos, a 60°C, para a recuperacdo dos sitios
antigénicos. Apoés lavagens com PBS (pH 8), os cortes foram submetidos a solugéo
de blogueio BSA 3%, por 20 minutos, com o objetivo de evitar a ligacdo inespecifica
do anticorpo primario. Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios anti-renina (sc-137252 Santa Cruz Biotechnology) ou conexina 40
(ab101929 Abcam), em solucdo de BSA 1% a uma diluicdo de 1:100 e 1:500,
respectivamente) overnight. No dia seguinte, os cortes foram lavados com PBS (pH
8) e incubados com anticorpo secundario biotinilado por 1 hora e, em seguida, o
procedimento de lavagem foi realizado novamente. A solucdo de estreptavidina-
peroxidase foi adicionada sobre os cortes por 30 minutos. O DAB foi adicionado e o
tempo de exposicdo foi de 30-60 segundos. Os cortes foram corados com
hematoxilina para coloracdo nuclear e, entdo, submetidos a desidratacdo crescente
com banhos de alcool 70%, 90% e 100%, seguido da etapa de clarificagdo com 2

banhos em xilol e montagem das laminas com entellan (Merck).

2.11.2 Imunofluorescéncia

Apés hidratacdo e lavagem com agua destilada, as laminas com os cortes
foram colocadas no tamp&o citrato pH 6,0 por 20 minutos a 60°C e lavadas com

PBS (pH 8). Em seguida, incubadas com cloreto de aménio 2% por 30 minutos e,
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depois, com solugdo BSA 5% em PBS (pH 8) por 1 hora, para o bloqueio de sitios
ndo especificos. Posteriormente, os cortes foram incubados com o0s anticorpos
primarios anti-GFP (ab290 Abcam), anti-N-caderina (ab18203 Abcam) ou anti-E-
caderina (3195 Cell Signalling Technology) em solucdo de BSA 1% a uma diluicdo
de 1:100, 1:100 e 1:400, respectivamente), overnight. No dia seguinte, os cortes
foram novamente incubados com a solugcéo de bloqueio BSA 5% em PBS (pH 8),
por 20 minutos, e lavados com PBS (pH 8), para entdo serem incubados com
anticorpo secundario conjugado com Alexa-488 (Life Technologies), seguido pela
adicdo ou nao do corante nuclear DAPI (Sigma-Aldrich) a uma diluicdo 1:10.000 em
adgua destilada. As laminas foram montadas com ProLong® Gold (Invitrogen) e

observadas ao microscopio confocal de varredura a laser Zeiss LSM 510 META.

2.12 Western Blotting

Fragmentos de rim (100 mg) dos grupos experimentais foram lisados em
Tampao de Lise contendo 1% triton x-100, 50mM Tris (pH 7,4), 30mM pirofosfato de
sodio, 150mM cloreto de soédio, 0,1% SDS, 50mM fluoreto de soédio, 1mM
ortovanadato de sodio e 1 ug/ml de coquetel inibidor de protease (Roche). Os
fragmentos foram homogeneizados no aparelho Turrax (Ika-Labortechnik) e, apés
centrifugagéo a 4.000 x g por 30 minutos, a 4°C, os sobrenadantes foram coletados.
As concentracdes proteicas das amostras foram quantificadas através de kit
especifico (BCA Protein Assay Reagent, Thermo Scientific) com auxilio de leitor de
Elisa e comprimento de onda 540nM (TU-1800 UV-VIS). Em seguida, as amostras
foram aliquotadas e o tampéo de amostra (Tris-HCI 50mM, pH 6,8. SDS 1%, 2-
mecaptoetanol 5%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,0001%) adicionado para
desnaturar as proteinas a uma temperatura de 100 °C por 5 minutos. As amostras
foram mantidas a -20°C até a analise.

As proteinas totais foram separadas em gel de poliacrilamida a 10% ou 12%,
por 1 hora, a 150V. Para a identificacdo dos respectivos pesos moleculares durante
a separacao das proteinas por eletroforese, foi utilizado marcador de peso molecular
especifico (Full Range Rainbow; Amersham Biosciences). Ap6s a corrida, as

proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (HybondP; Amersham
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Biosciences) utilizando o sistema semi-dry (Bio-Rad) por 1 hora, a 15V. Apés a
transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% leite desnatado diluido em T-TBS
(Tris-HCI 20mM, pH7,5, NaCl 0,5mM, Tween-20 0,05%) por 1 hora e, em seguida, a
membrana foi incubada com os anticorpos primarios anti-renina,( sc-137252 Santa
Cruz Biotechnology 1:500), anti-conexina 40 (ab101929 Abcam 1:500), anti-N-
caderina (ab18203 Abcam 1:500), anti-E-caderina (3195 Cell Signalling Technology
1:800), anti-nefrina (sc32530 1:500) ou B-actina (A2066 Sigma-Aldrich 1:10.000)
diluidos em 1% leite desnatado com T-TBS overnight. Apos lavagem da membrana
com T-TBS, foram adicionados os anticorpos secundarios biotinilados respectivos e,
em seguida, estreptavidina-peroxidase (Invitrogen), diluidos 1:5.000 a 1:10.000 em
1% leite desnatado com T-TBS, por 1 hora. Finalmente, a membrana foi incubada
por 1 minuto com a solucdo quimioiluminescente (ECL prime, Amersham
Biosciences) e revelada no ChemiDoc MP (Bio-Rad). As bandas foram visualizadas
no programa Image Lab (Bio-Rad), a densidade das bandas foi quantificada no
Adobe Photoshop CS e todos os resultados foram normalizados pelo controle

interno, B-actina.

2.13 Quantificacdo das CMMO GFP+ apdés o transplante

Os fragmentos do rim clipado (150 mg), contendo as regibes cortical e
medular, foram macerados mecanicamente com bisturi e, em seguida, colocados
sob acdo da colagenase tipo 1A (Sigma Aldrich) juntamente com EGTA 0,05mM na
proporcao de 1:1 por 5 minutos, a 37°C, sob agitacdo constante e protegidos de luz
direta. As células dissociadas no sobrenadante foram recolhidas e lavadas com
DMEM gelado. A suspensao de células foi centrifugada 461 x g por 10 minutos. O
pellet foi ressuspendido em 6 ml de PBS (pH 7,2) estéril e, entéo, filtrado com auxilio
do Cell Strainer 100um (Corning). A suspencédo de células foi levada ao citbmetro de
fluxo (BD Accuri, BD Biosciences) para a quantificagio das CMMO GFP”*
transplantadas no rim esquerdo dos ratos Wistar com hipertensédo renovascular. Os

dados foram obtidos a partir do software BD CSampler.
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2.14 Anédlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) de
6 animais por grupo. Todos os parametros foram analisados estatisticamente pelo
teste one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, com exce¢do da pressao
arterial que utilizou two-way ANOVA com pos-teste de Holm-Sidak através do
programa Graph Pad Prism 6, onde p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 Anédlise da pressao arterial sistdlica dos animais 2R1C ap0s o transplante
das CMMO GFP*

Apés clipagem da artéria renal esquerda, observamos um aumento significativo
da PAS (p<0,001) e estabelecimento da hipertensdo arterial sistémica nos animais
2R1C. A PAS permaneceu elevada até a sexta semana nos animais 2R1C. Apés 7 e
15 dias do transplante das CMMO GFP" na regido subcapsular do rim esquerdo,
observamos reducéo significativa da PAS (p<0,001). No entanto, os animais dos
grupos transplantados 24 e 48 horas ndo apresentaram nenhuma alteracdo na PAS
(Figura 18 e tabela 1).

Figura 18 - Evolugao da presséo arterial no modelo 2R1C e efeito do transplante das
CMMO GFP" na pressao arterial sistdlica (PAS)

225 CMMO
+ ¢ + +
Clipagem
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Y -O- 2R1C+CMMO 24h
E -~ 2R1C+CMMO 48h

150 -+ 2R1C+CMMO 7d

| -+ 2R1C+CMMO 15d
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Legenda: Diferenca significativa p<0,001 +com relacdo ao grupo sham (controle), #com relacdo ao
grupo 2R1C.



Tabela 1 - Evolucdo da presséo arterial sistélica (PAS) dos grupos experimentais

Presséo Arterial Sistélica (mmHg)

Semanas Sham 2R1C 2R1C + 2R1C + 2RI1C + 2R1C +

CMMO 24h CMMO 48h CMMO 7d CMMO 15d
0 146,3+ 15 | 155,8+1,2 149,8 + 3,4 157,1+2,7 150,8+1,4 1485+ 2,5
1 150,6 +2,5 | 187,1+2,1 182,6 +2,9 180,0 +4,3 184,0+2,6 183,1 + 3,3
2 147,3+4,1 | 192,8 £ 3,8 190,6 + 5,2 187,8+2,1 184,1+£1,7 186,6 £ 1,7
3 153,6 £4,6 | 1948 £6,7 194,7£45 203,6 £5,8 188,2+1,2 194,0+£3,5
4 153,1+£5,1 | 202,3+5,3 199,3+4,9 201,5+£5,7 195,8+4,1 195,3+3,6
5 148,8 £4,1 | 206,6 £5,4 T T 178,8+1,3 183,0+2,5
6 152,1+2,6 | 207,6 +4,0 t t t 178,324

Leganda: mmHg — milimetro de mercurio; T - animais eutanasiados; EPM — erro padrao da média.
Nota: Os valores sdo de média + EPM.

3.2 Andlise do perfil bioquimico apds o transplante das CMMO GFP”*

A funcdo renal dos diferentes grupos experimentais foi avaliada

qualitativamente, através da tira reagente, e quantitativamente, por meio da

dosagem de proteinas totais, creatinina e ureia no plasma e urina.

3.2.1 Anélise gqualitativa com tira reagente

hY

Com relacdo a analise bioguimica qualitativa da urina, os parametros
analisados através da tira reagente foram descritos na tabela 2 e os resultados
expressos em cruzes de 1+ a 3+ e valores especificos. Os parametros:
urobilinogénio, bilirrubina, acido ascoérbico, glicose, sangue e nitrito foram negativos
em todas as amostras de urina dos seis grupos estudados. O mesmo ocorreu na
medida do pH, que permaneceu em torno de 7.0. Em relacdo a densidade urinaria,
0s animais apresentaram valores entre 1000 e 1025, que se encontram dentro da
faixa de normalidade. Com relacdo a presenca de corpos cetdnicos, o teste foi

positivo (1+) para todos os grupos, exceto no grupo sham, provavelmente devido ao
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jejum prolongado que foram submetidos os animais dos grupos experimentais para a
coleta de amostras de urina. A analise da proteindria mostrou a presenca de 2+ (100
mg/dL) a 3+ (300 mg/dL) no grupo 2R1C e 2+ (100 mg/dL) nos grupos
transplantados 2R1C + CMMO 24 horas e 48 horas. Ja nos grupos transplantados
2R1C + CMMO 7 e 15 dias, houve uma redugéo para 1+ (30 mg/dL). A presenca de
leucécitos na urina foi detectada em todos os grupos estudados. Nos animais 2R1C,
2R1C + CMMO 24 horas e 2R1C + CMMO 48 horas, houve um aumento no niumero
de leucécitos 3+ (500 WBCs/uL), 3+ a 2+ (500-75 WBCs/uL) e 2+ (75 WBCs/uL),
respectivamente. Entretanto, nos grupos 2R1C + CMMO 7 e 15 dias, 0 numero de
leucécitos reduziu para 1+ (25 WBCs/uL), semelhante ao encontrado no grupo sham
(Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise qualitativa da urina dos grupos experimentais (n=6)

Parametros Sham 2R1C 2R1C + 2R1C + 2R1C + 2R1C +
CMMO 24h CMMO 48h CMMO 7d CMMO 15d
1. Bilirrubina (-) (-) (-) (-) (-) (-)
2.Urobilinogénio (-) (-) (-) (-) (-) (-)
3.Corpos cetdnicos (-) (1+) (1+) (1+) (1+) (1+)
4. Acido ascérbico (-) (-) (-) (-) (-) (-)
5. Glicose (-) (-) (-) (-) (-) (-)
6. Proteinas (-) (2a3+) (2+) (2+) (1+) (1+)
7. Sangue (-) (-) (-) (-) (-) (-)
8. pH 7 7 7 7 7 7
9. Nitrito (-) (-) (-) (-) (-) (-)
10. Leucécito (1+) (3+) (3+a 2+) (2+) (1+) (1+)
11. Densidade 1000 1025 1010 1015 1010 1010
12. Cor Amarelo = Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo
claro claro claro

3.2.2 Andlise dos niveis de proteinas totais apds o transplante das CMMO GFP*

A andlise quantitativa de proteinas totais demonstrou uma reducdo na

concentracdo de proteinas totais do plasma no grupo 2R1C (4,41 g/dL = 0,19)
juntamente com aumento de excre¢cado de proteinas na urina (99,58 g/24h + 3,53),
em relacdo ao grupo sham (controle) (5,67 g/dL £ 0,17 no plasma e 54,56 g/24h +
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0,49 na urina). Apos 24 horas do transplante, foi observada uma tendéncia ao
reestabelecimento do nivel plasmético das proteinas totais (5,25 g/dL + 0,24), mas
na urina, a concentracao de proteinas totais excretadas permaneceu elevada (104,6
g/24h £ 3,90). Entretanto, apds 48 horas do transplante, a concentracdo plasmatica
das proteinas totais foi semelhante ao observado no grupo sham (5,99 g/dL + 0,23) e
ja se observou uma tendéncia a reducdo da proteina excretada na urina (95,10
g/24h £ 1,94). Apés 7 e 15 dias do transplante, os niveis plasmaticos das proteinas
totais permaneceu semelhante ao grupo sham (5,92 g/dL + 0,29 e 5,72 g/dL + 0,19,
respectivamente), porém, observou-se uma reducdo significativa de proteinas
excretadas na urina (74,67 g/24h = 4,3 e 79,50 g/24h £ 4,20, respectivamente),

guando comparado aos grupos 2R1C e transplantados 24 e 48 horas (Figura 19).

Figura 19 - Niveis de proteinas totais plasmaética e urinaria
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Legenda: Niveis de proteinas totais no plasma (A) e na urina (B) dos grupos experimentais (n=6);
EPM — erro padrao da média.
Nota: Os valores sdo de média + EPM. Diferencga significativa p<0,05 + com relagdo ao grupo sham
(controle), # com relacéo ao grupo 2R1C, * com relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 24h, ** com
relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 48h.
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3.2.3 Andlise dos niveis de creatinina apds o transplante das CMMO GFP*

As andlises quantitativas dos niveis de creatinina plasmatica e urinaria dos
animais dos grupos experimentais mostraram-se significativamente elevadas nos
grupos 2R1C (1,04 mg/dL + 0,06 e 4,72 mg/dL + 0,37, respectivamente) e 2R1C +
CMMO 24h (0,93 mg/dL £+ 0,10 e 4,06 mg/dL + 0,44, respectivamente) quando
comparados ao sham (0,62 mg/dL = 0,09 e 1,04 mg/dL = 0,11, respectivamente).
Apés 48 horas do transplante, observou-se uma tendéncia de reducao da creatinina
plasmatica (0,89 mg/dL + 0,04) e a creatinina urinaria mostrou valores proximos aos
encontrados no grupo 2R1C (4,02 mg/dL + 0,32). Entretanto, apés 7 dias do
transplante, houve uma reducéo significativa na creatinina plasmatica (0,56 mg/dL +
0,06) e, principalmente, na creatinina excretada na urina (1,97 mg/dL + 0,10). Ap6s
15 dias do transplante, os niveis plasmaticos se mantiveram reduzidos (0,64 mg/dL +
0,09), mas a creatinina excretada na urina apresentou-se novamente elevada (4,20
mg/dL + 0,08), semelhante aos niveis encontrados nos grupos 2R1C e
transplantados 2R1C 24 e 48 horas (Figura 20).

Figura 20 - Niveis de creatinina plasmatica e urinaria
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Legenda: Niveis de creatinina no plasma (A) e na urina (B) dos grupos experimentais(n=6); EPM —
erro padrdo da média.
Nota: Os valores sdo de média + EPM. Diferenca significativa p<0,05 + com relacao ao grupo sham
(controle), # com relacéo ao grupo 2R1C, * com relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 24h, ** com
relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 48h e *** com relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 7d.

3.2.4 Anélise dos niveis de ureia no plasma e na urina apds o transplante das
CMMO GFP*

A andlise da ureia no plasma sanguineo revelou um aumento significativo no
grupo 2R1C (41,76 mg/dL = 1,53), quando comparado ao sham (25,98 mg/dL +
2,14). Entretanto, ap6s 24 horas do transplante, comecamos a observar uma
reducdo significativa da ureia plasmatica (23,86 mg/dL + 1,64) quando comparado
ao grupo 2R1C, a qual se mantém 48 horas (18,71 mg/dL + 1,12), 7 dias (25,04
mg/dL + 0,86) e 15 dias (26,36 mg/dL £ 3,25) apGOs o transplante (Figura 21). Com
relacdo a deteccdo de ureia na urina, os resultados foram inconclusivos em todos 0s
grupos experimentais, provavelmente devido ao processo de excrecdo da ureia, uma

vez que nao é eliminada exclusivamente pela urina.

Figura 21 - Niveis de Ureia plasmatica
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Legenda: EPM — erro padrao da média.
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Nota: Os valores sdo de média = EPM. Diferenca significativa p<0,05 + com relacdo ao grupo sham
(controle), # com relacédo ao grupo 2R1C,

3.3 Analise macroscopica do rim esquerdo e direito nos diferentes grupos

experimentais

A isquemia provocada pela clipagem levou a atrofia do rim esquerdo (clipado) e
hipertrofia do rim direito (contralateral) na maioria dos animais, diferenca
caracteristica deste tipo de modelo experimental de hipertensdo renovascular. Além
disso, no grupo 2R1C e nos grupos transplantados CMMO GFP™* 24 e 48 horas,
observamos extensa area de fibrose no rim clipado de véarios animais, evidenciado
pela cor amarelada. Os animais transplantados CMMO GFP* 7 e 15 dias, ainda
apresentavam atrofia no rim clipado, mas a regido de fibrose foi geralmente bem
menor, com parénquima renal mais preservado e tamanho maior em relagdo aos
grupos 2R1C, 2R1C+CMMO GFP" 24h e 48h (Figura 22).

Figura 22 - Andalise macroscopica dos rins dos grupos experimentais

A

Legenda: (A) Rim esquerdo e direito com mesmo tamanho, observado nos animais do grupo sham;
(B) Rim esquerdo menor que o rim direito. O rim esquerdo dos animais 2R1C,
2R1C+CMMO GFP" 24h e 48h encontra-se atrofiado com uma regio extensa de fibrose
(seta) e o rim direito hipertrofiado; (C) O rim esquerdo dos animais 2R1C+CMMO GFP* 7d e



60

15d encontra-se menos atrofiado e o rim direito destes animais é geralmente semelhante ao
encontrado nos animais sham.

3.4 Analise histologica apos transplante das CMMO GFP™

A andlise morfoldgica, evidenciada pela coloragdo com HE, demonstrou que o
rim clipado dos animais dos grupos 2R1C e dos transplantados com CMMO GFP™ 24
e 48 horas, apresentou esclerose dos glomeérulos, desestruturagdo dos segmentos
tubulares, com perda da borda em escova nos TCP, fibrose intersticial e presenca
de infiltrado celular nas regiGes cortical e medular, quando comparados ao grupo
sham (Figura 23A-H). Entretanto, no rim clipado apés 7 dias do transplante, ja
observamos uma reestruturacdo do parénquima renal, principalmente dos tubulos,
tanto no coértex quanto na medula, além da reducéo da fibrose intersticial, quando
comparado aos grupos 2R1C e transplantados com CMMO GFP* 24 e 48 horas.
Também nado observamos infiltrado celular neste tempo (Figura 23I1-J). Apos 15 dias
do transplante, observamos completa reestruturacao tecidual com glomérulos e
tubulos integros em ambas regides, cortical e medular, semelhante ao encontrado

no grupo sham (Figura 23K-L).
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Figura 23 - Fotomicrografias de cortes do rim esquerdo corados com Hematoxilina-Eosina

SHAM

2R1C

2R1C+ |
CMMO 24h -

Legenda: (A e B) Cortex e medula do grupo Sham (controle) apresentam glomérulos e tubulos
preservados (setas); (C) Cortex renal do grupo 2R1C apresenta esclerose glomerular e
desestruturacao tubular (setas) com fibrose periférica e presenca de infiltrado celular
(cabecga de seta); destaque para a grande area de fibrose (asteriscos); (D) Medula renal do
grupo 2R1C, mostrando desestruturacdo tubular com dilatagdo do limen (setas) e fibrose
intersticial (asterisco); (E) Cortex renal do grupo 2R1C + CMMO 24h apresentando varios
glomérulos com esclerose (setas), fibrose em varios pontos, inclusive periglomerular
(asterisco), e presenca intensa de infiltrado celular (cabeca de seta); (F) Regido medular do
grupo 2R1C + CMMO 24h apresentando extensa area de fibrose intersticial (asterisco) e
intensa desestruturagdo dos tubulos (setas), além de infiltrado celular (cabeca de seta).

Nota: Aumento de 200x (Barra=20um).
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2R1C+
CMMO 7d

2R1C+
CMMO 15d

Legenda (continuacao): (G) Cortex renal do grupo 2R1C + CMMO 48h apresentando parénquima
desestruturado com glomeruloesclerose (setas) e fibrose (asterisco); (H) Regido medular do
grupo 2R1C + CMMO 48h apresentando extensa area de fibrose intersticial (asterisco),
além da desestruturacdo parénquima; (I) Cortex renal do grupo 2R1C + CMMO 7d
apresentando alguns glomérulos com esclerose e alguns tubulos reestruturados (setas); (H)
Regido medular do grupo 2R1C + CMMO 7d apresentando reestruturacdo dos tubulos,
evidenciando o limen tubular (setas). (K) Cértex renal do grupo 2R1C + CMMO 15d ja
apresentando alguns glomérulos preservados e tubulos reestruturados (setas); (L) Regido
medular do grupo 2R1C + CMMO 15d apresentando tlbulos reestruturados (setas),
semelhantes aos tubulos do grupo Sham.

Nota: Aumento de 200x (Barra=20um).
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3.5 Quantificacdo do colageno por Picro Sirius Red

Para a analise da fibrose, inicialmente observada na analise morfolégica por
HE, realizamos uma coloracdo com Picro Sirius Red, que evidencia a deposicéo de
coldgeno no tecido alvo e possibilita a quantificacdo destas &reas. Assim, 0 rim
clipado dos animais dos grupos 2R1C e dos transplantados com CMMO GFP* 24 e
48 horas, apresentou intenso depdsito de colageno (11,16% + 0,44, 12,65% + 0,53 e
11,83% + 0,50 da area total, respectivamente) nas regides periglomerular e
intersticial, quando comparados ao grupo sham (2,77% + 0,19 da &rea total) (Figuras
24 e 25 A-H). Entretanto, no rim clipado dos animais transplantados com CMMO
GFP+ 7 e 15 dias, observamos uma reducéo significativa da deposi¢do de colageno
(3,16% + 0,38 e 1,91% + 0,16 da area total, respectivamente), semelhante ao

observado no grupo sham, restando poucas regides fibréticas (Figuras 24 e 25 I-L).

Figura 24 - Quantificacao de fibrose no rim esquerdo através da coloracao com Picro
Sirius Red

20+

% Fibrose (Picro Sirius Red)

Legenda: EPM — erro padrdo da média.

Nota: Os valores s8o de média percentual £+ EPM com n=6 para todos os grupos. Diferenca
significativa p<0,05 + com relacdo ao grupo sham (controle), # com relagdo ao grupo 2R1C, *
com relagdo ao grupo 2R1C+CMMO 24h, ** com rela¢é@o ao grupo 2R1C+CMMO 48h.
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Figura 25 - Fotomicrografias de cortes de rim esquerdo corados com Picro Sirius
Red

Cortex Medula

SHAM

2R1C

2R1C+
CMMO 24h

Legenda: (A e B) Coértex e medula do grupo sham (controle) que apresentam pouco colageno no
parénquima renal, localizando-se principalmente ao redor dos glomérulos e tabulos
(setas); (C e D) Cértex e medula do grupo 2R1C, apresentando um acumulo excessivo de
coldgeno ao redor do glomérulo e uma regido com grande depdsito de colageno
(asterisco), além de tubulos e glomérulos fibrosados (setas); (E-F) Cortex e medula do
grupo 2R1C+CMMO 24h mostrando desestruturacdo do tecido renal devido & grande
deposicdo de colageno (setas) e deposicdo excessiva de coldgeno em algumas &reas
(asterisco)

Nota: A coloragéo por Picro Sirius Red mostra a distribuicdo de coldgeno em vermelho; Aumento de

200x (Barra=20pm).
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Medula

2R1C+
CMMO 48h

2R1C+
CMMO 7d

2R1C+
CMMO 15d

Legenda (continuagdo): (G) Cortex do grupo 2R1C + CMMO 48h apresentando desestruturagdo do
tecido renal com deposigdo de colageno por todo parénquima, principalmente ao redor e
proximo aos glomérulos (setas) e (H) medula com varias regifes de acimulo excessivo de
colageno ao redor de tubulos (setas); (I) Cértex do grupo 2R1C + CMMO 7d apresentando
menor deposicdo de coldgeno no paréngquima com maior evidencia ao redor dos glomérulos
(setas) e (J) na medula, os tibulos possuem regiées de acumulo de colageno pontuais
(setas); (K) Cértex do grupo 2R1C + CMMO 15d apresentam pouca quantidade de colageno
no parénquima sendo evidenciado apenas ao redor dos glomérulos e (L) na medula ao
redor dos tdbulos (setas).

Nota: A coloracdo por Picro Sirius Red mostra a distribuicdo de colageno em vermelho; Aumento de
200x (Barra=20pm).
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3.6 Rastreamento das CMMO GFP" apds o transplante

A andlise por citometria de fluxo do homogeneizado total do rim clipado
mostrou que 24 e 48 horas apos o transplante foram encontrados 8,3% + 1,9 e 9,1%
+ 2,0 de CMMO GFP", respectivamente, no total de células analizadas. Apéos 7 e 15
dias do transplante, 3,6% + 1,1 e 4,2% + 1,2 de CMMO GFP" ainda permaneceram
no rim clipado (Figura 26). A analise de microscopia confocal revelou uma migracao
dinamica das CMMO GFP" através do parénquima renal do rim clipado. Além disso,
as células transplantadas foram localizadas principalmente em regibes com fibrose
intensa. ApOs 24 e 48 horas do transplante, as CMMO GFP" foram observadas
préximas aos glomérulos e tubulos na regido do cértex renal (Figura 27A, Aa, C).
Entretanto, raras (ou mesmo nenhuma) CMMO GFP” foram encontradas na regido
medular nestes tempos iniciais (Figura 27B e D). Ap6s 7 dias do transplante, CMMO
GFP" foram detectadas proximo de estruturas tubulares em ambas as regibes,
cortex e medula (Figura 27E e F). Finalmente, 15 dias apds o transplante, as CMMO

GFP" foram encontradas apenas na medula (Figura 27G e H).

Figura 26 - Quantificacdo das CMMO GFP*
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Legenda: (A) Porcentagem de CMMO GFP" encontradas no homogenato total do rim clipado ap6s o
transplante. (B) Gréfico de dispersdo das células renais totais (FSC-A, tamanho versus
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SSC-A, granulosidade) mostrando a area selecionada (R1) para identificagdo / quantificacéo
de células GFP positivas.
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Figura 27 - Imagens de microscopia confocal do rim clipado dos grupos
transplantados

Cortex Medula

2R1C+
CMMO 24h

2R1C+
CMMO 48h

Legenda: As CMMO GFP" (setas e areas selecionadas) foram imunomarcadas com anticorpo
primério anti-GFP (verde) e nucleos corados com DAPI (azul). Cértex e medula do rim
clipado 24 horas (A,Aa-B) e 48 horas (C-D) ap6s transplante de CMMO GFP®. Dentro do
glomérulo e na regido medular, ha alguns eritrécitos corados em verde (autofluorescéncia).

Nota: Aumentos 400x e 1000x (areas destacadas).
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Cortex Medula

2R1C+
CMMO 7d

2R1C+
CMMO 15d

Legenda (continuagdo): As CMMO GFP" (setas e areas selecionadas) foram imunomarcadas com
anticorpo primario anti-GFP (verde) e nlcleos corados com DAPI (azul). Cortex e medula do
rim clipado 7 dias (E-F) e 15 dias (G-H) ap6s transplante de CMMO GFP®. Dentro do
glomérulo e na regido medular, ha alguns eritrécitos corados em verde (autofluorescéncia).

Nota: Aumentos 400x e 1000x (areas destacadas).
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3.7 Expresséo de N e E-caderina apds o transplante das CMMO GFP*

A guantificacdo proteica das caderinas por western blotting demonstrou que
os rins dos animais 2R1C apresentaram reducdo da expressao de N- e E-caderina
em relacdo aos rins do grupo sham. Entretanto, apds 24 horas do transplante das
CMMO GFP" jA observamos aumento nos niveis de N e E-caderina quando
comparados ao grupo 2R1C, e estes valores permaneceram elevados até 15 dias
apos o transplante (Figura 28A e B). A microscopia confocal corrobora com os dados
do western blotting, mostrando que as marcacdes para N- e E-caderina foram
reduzidas nos TCP, TCD e ductos nas regides cortical e medular no rim clipado do
grupo 2R1C (Figura 29B e H) em comparacdo com o grupo sham (Figura 29A e G).
No entanto, 24 e 48 horas ap6s o transplante das CMMO GFP™, as marcacdes para
N- e E-caderina aumentaram nos tubulos renais (Figura 29C-D e I-J). Intensas
marcacoes para N- e E-caderina foram observadas nos segmentos tubulares renais,

principalmente no TCP apds 7 e 15 dias do transplante (Figura 29E-F e K-L).

Figura 28 - Quantificacdo de N- e E-caderina no rim esquerdo por western blotting
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Legenda: Expressédo de N-caderina(A) e E-caderina (B) nos grupos experimentais(n=6); EPM — erro
padrao da média.
Nota: Os valores séo de média + EPM. Diferencga significativa p<0,05 + com relagdo ao grupo sham

(controle), # com relacédo ao grupo 2R1C.
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Figura 29 - Imagens de microscopia confocal de N-caderina e E-caderina
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Legenda: (A-F) Imunomarcacéo para a N-caderina expressa nos TCP do cértex renal.

Nota: Imagens de microscopia confocal dos resultados da imunofluorescéncia do rim esquerdo
utilizando os anticorpos anti-N-caderina e anti-E-caderina conjugados com Alexa 488 (verde);
Aumento 400x.
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E-caderina / Medula

SHAM

2R1C+CMMO 48h

Legenda (continuacdo): (G-L) Imunomarcagdo para a E-caderina expressa nos TCD e outros
segmentos tubulares na regido medular (setas).
Nota: Imagens de microscopia confocal dos resultados da imunofluorescéncia do rim esquerdo
utilizando os anticorpos anti-N-caderina e anti-E-caderina conjugados com Alexa 488 (verde);
Aumento 400x.
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3.8 Andlise da expressdo de renina e conexina 40 apds o transplante das
CMMO GFP+

A andlise realizada da expressao de renina e conexina 40 por western blotting
mostrou que a expressdo de renina estava aumentada e a expressdo de conexina
40 diminuida no rim dos animais do grupo 2R1C em comparagdo com sham. No
entanto, apés 7 e 15 dias do transplante das CMMO, observamos uma reducédo na
expressao da renina e um aumento nos niveis da conexina 40, sendo semelhante,
em ambos 0s casos, aos valores encontrados no grupo sham (Figura 30A e B).

Através da imunoperoxidase para renina, foi observada uma marcacao nas
células justaglomerulares e também dentro dos glomérulos no rim dos grupos 2R1C,
2R1C+CMMO 24h e 2R1C+CMMO 48h, diferente do observado no grupo sham
(controle), onde a marcacao foi encontra apenas nas células justaglomerulares
(Figura 31A-H). Entretanto, a marcagdo de renina foi novamente restrita as células
justaglomerulares ap6és 7 e 15 dias do transplante das CMMO, semelhante ao

encontrado no grupo sham (Figuras 31I-L).

Figura 30 - Quantificacdo de renina e conexina 40 no rim esquerdo por western

blotting
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Legenda: Expresséo de renina (A) e conexina 40 (B) nos grupos experimentais(n=6); EPM — erro

padrdo da média.
Nota: Os valores sdo de média + EPM. Diferencga significativa p<0,05 + com relagdo ao grupo sham

(controle), # com relacéo ao grupo 2R1C, * com relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 24h, ** com
relagédo ao grupo 2R1C + CMMO 48h.

Figura 31 - Localizacao de renina no rim esquerdo

2R1C+ .
CMMO 24h i

Legenda: (A e B) Rim esquerdo do grupo sham (controle), apresentou marcagdo nas células
justaglomerulares; (C e D) Rim do grupo 2R1C mostrou forte marcacdo dentro de alguns
glomérulos e nas células justaglomerulares; (E e F) Rim do grupo 2R1C + CMMO 24h
apresentou forte marcagdo para renina nas células justaglomerulares e também no
glomérulo.

Nota: Fotomicrografias de cortes do rim esquerdo imunomarcados com o anticorpo especifico para
renina, mostrando a sua marcagdo em castanho (setas e &reas selecionadas) e nucleos
contracorados com hematoxilina em roxo; Aumento de 200x Barra=20um (Figuras A,C e E);
Aumento de 1000x Barra=5um (Figuras B, D e F).
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2R1C+
CMMO 48h

2R1C+
CMMO 7d

2R1C+
CMMO 15d

Legenda (continuacéo): (G e H) Rim esquerdo do grupo 2R1C+CMMO 48h, apresentou marcagao
nas células justaglomerulares e dentro de glomérulos; (I e J) Rim do grupo 2R1C+CMMO
7d mostrou marcacao nas células justaglomerulares; (K e L) Rim do grupo 2R1C+CMMO
15d também apresentou marcacao para renina nas células justaglomerulares.

Nota: Fotomicrografias de cortes do rim esquerdo imunomarcados com o anticorpo especifico para
renina, mostrando a sua marcagdo em castanho (setas e &reas selecionadas) e nucleos
contracorados com hematoxilina em roxo; Aumento de 200x Barra=20um (Figuras G, | e K);
Aumento de 1000x, Barra=5um (Figuras H, J e L).
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3.9 Andlise da expresséo de nefrina apds o transplante das CMMO GFP”

A quantificacdo da nefrina por western blotting demonstrou uma diminuicao
acentuada no rim esquerdo do grupo 2K1C em comparagdo com o grupo sham.
Apesar disso, 24 e 48 horas apds o transplante das CMMO GFP” ja observamos um
aumento significativo da sua expressao. Finalmente, 7 e 15 dias ap0s o transplante,

0S niveis proteicos se apresentam semelhante ao sham (Figura 32).

Figura 32 - Quantificacao de nefrina no rim esquerdo por western blotting
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Nota: Os valores séo de média + EPM. Diferencga significativa p<0,05 + com relagdo ao grupo sham
(controle), # com relagéo ao grupo 2R1C, * com relacdo ao grupo 2R1C + CMMO 24h.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, mostramos pela primeira vez que o transplante das células
mononucleares de medula 6ssea (CMMO) restaurou significativamente a expressao
de N- e E-caderina, conexina 40 e nefrina, enquanto reduziu a expressao de renina
e a pressao arterial sistémica. Além disso, observamos melhora da morfologia e
funcdo renal em ratos com hipertensdo renovascular (HR) induzido pelo modelo de
estenose da artéria renal esquerda (2R1C).

A terapia celular tem mostrado propriedades benéficas promissoras para o
tratamento de diversas patologias, como nas doencas renais, devido as acodes
renoprotetoras e regenerativas, atuando sobre varios mecanismos celulares, tais
como inflamacédo, estresse oxidativo, apoptose, angiogénese, proliferacdo e
diferenciacdo. A fracdo de CMMO € uma fonte de facil acesso e renovavel. Além
disso, possibilita o transplante autélogo e nédo requer cultivo ex vivo. Assim, 0 uso
das CMMO na terapia celular tem se mostrado promissor por permitir futuras
aplicacbes clinicas simplificadas e proporcionar resultados benéficos sob condi¢bes
patologicas (Yeagy e Cherqui, 2011; van Ramshorst et al., 2011; Chung et al., 2015;
Peired et al., 2016).

Uma questdo importante que influencia nos resultados da terapia celular é a
guantidade de células transplantadas. Alguns trabalhos com CMMO utilizaram uma
concentracdo em torno de 10° e 10’ CMMO/ml em modelos de doencas renais
(Barreira et al., 2009; Semedo et al., 2010; Ornellas et al., 2017). No nosso trabalho,
utilizamos a concentracdo 10° CMMO GFP*/ml, no qual injetamos apenas de 350l
pelo fato de administrarmos diretamente as CMMO GFP™ na capsula renal. A via de
administracdo das células-tronco € uma das questbes a ser discutida para melhor
uso destas células na prética clinica. Ainda ndo ha um consenso nos trabalhos
cientificos mostrando a melhor via de administracdo. A via mais utilizada na terapia
celular é a intravenosa, que atua de forma sistémica e apresenta acesso menos
invasivo. No entanto, o limitante desta via € que uma parte das células injetadas
migram para diferentes 6rgaos como pulméo, figado e baco, além da medula 6ssea,
disponibilizando uma quantidade menor de células-tronco no local da lesdo (De
Becker e Riet, 2016). A administracdo das células-tronco na cavidade peritoneal

(intraperitoneal) também é utilizada por ser um local favoravel para o transplante
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(Semedo et al., 2010; Bastug et al., 2014). Entretanto, a administragdo direta,
utilizada neste estudo, é capaz de disponibilizar as células-tronco no local da leséo
por um tempo maior, sem a dependéncia do estimulo local de migracdo (Cavaglieri
et al., 2009). A eficacia das aplicacfes terapéuticas depende da entrega eficiente de
células-tronco no local da lesdo (De Becker e Riet, 2016). Assim, as CMMO GFP”
foram injetadas na capsula renal do rim clipado dos ratos Wistar e analisadas 24
horas, 48 horas, 7 dias e 15 dias apoés transplante. Os resultados mostraram que
houve uma migracdo dinamica das CMMO GFP" transplantadas ao longo do tempo.
ApOs 24 e 48 horas do transplante, as CMMO GFP" foram encontradas dispersas
pelo parénquima do cortex renal. As CMMO GFP” foram detectadas tanto no cortex
guanto na medula apdés 7 dias, permanecendo na medula apos 15 dias.

Em relacdo a localizacdo das CMMO GFP" transplantadas, o rastreamento
demonstrou que as CMMO GFP™ foram encontradas preferencialmente nas regides
fibrosadas, proximas a glomérulos e tubulos e, aparentemente, ndo inseridas nos
tubulos. A opcdo do uso de CMMO de animais Lewis transgénicos que expressam
eGFP permitiu uma analise mais fidedigna dos resultados, ndo havendo
necessidade de marcacgdo destas células para a quantificacdo no citbmetro de fluxo,
e a utilizacdo de anticorpo anti-GFP foi necessaria apenas na imunofluorescéncia
para amplificacdo do sinal fluorescente. Em modelo de Obstrucé&o Ureteral Unilateral
(OUU) também foi observada a presenca de CMMO marcadas com Cell Trace™ Far
Red DDAO-SE 7 dias ap0s injecao via sistémica, sendo encontradas em tubulos e
glomérulos, nas regides de transicao cértex-medula e medula (Barreira et al., 2009).
Outro estudo utilizando CTM coradas com DAPI e injetadas na capsula renal,
também observou as células transplantadas na regido medular ap6s 15 dias
(Cavaglieri et al., 2009). Portanto, nossos resultados mostram que as CMMO GFP*
transplantadas permaneceram no microambiente renal ao longo dos 15 dias,
dinamicamente distribuidas, sugerindo que o principal mecanismo de ag&o envolvido
na restauracdo morfologica e funcional foi paracrino.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar como as células-tronco
atuam na regeneracao do tecido renal. Estudos tém mostrado que as CTMO podem
se diferenciar em células especializadas do 6rgéo lesionado (Guo e Cantley, 2010;
Yokote e Yokoo, 2012). CTMO eGFP obtidas de fémeas (XX) foram infiltradas no rim
de camundongos machos (XY) ap6s inducédo de isquemia e, 7 dias apos a infusao, o

rim apresentou células eGFP (XX) nos tubulos renais (Huls et al., 2008). Entretanto,
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0 evento da transdiferenciacdo das células-tronco transplantadas parece ser mais
raro. Os efeitos benéficos da terapia celular parecem estar associados
principalmente ao mecanismo enddcrino e paracrino das células-tronco injetadas
(Peired et al., 2016; Thakkar et al., 2017). Ja foi demonstrado que as CMMO e CTM
reduzem a apoptose e estimulam a proliferacdo e protecdo das células epiteliais
renais por mecanismo paracrino, em resposta a mudancas do microambiente
(Lindoso et al., 2011; Marques et al., 2013; Lira et al., 2017).

A analise qualitativa da funcéo renal realizada através da tira reagente € capaz
de avaliar diferentes parametros. Com relacdo a presenca de leucdcitos na urina,
observamos variagfes entre 0os grupos. Em condi¢cdes normais, os leucécitos sédo
encontrados em pequeno ndmero na urina, assim como foi detectado no grupo sham
(controle). Nos animais do grupo 2R1C, houve um aumento no numero de leucécitos
(leucocituria) nas amostras de urina. Em doencas renais, como em glomerulonefrites
e na DRC, ocorre lesédo na MBG dos capilares glomerulares, permitindo a passagem
de leucdcitos para a urina (Johnson et al., 2004; Abensur, 2011). Entretanto, apoés a
terapia com CMMO GFP”, observou-se uma reducdo acentuada na quantidade de
leucocitos, proximo ao encontrado no grupo sham.

Outro parametro importante para avaliacdo da funcdo renal é a presenca de
proteinas na urina (proteindria), sendo considerada um forte marcador de
progressdo de DRC e que contribui diretamente com o dano tubulointersticial
cronico, estimulando efeitos pré-inflamatérios e pro-fibroticos (Gorriz e Martinez-
Castelao, 2012). A proteindria foi mais acentuada nos animais dos grupos 2R1C e
2R1C transplantados 24 horas e 48 horas. Entretanto, ap6s 7 e 15 dias do
transplante das CMMO GFP*, observamos reducéo significativa da proteinGria a
valores proximos ao encontrado no grupo sham. Estes resultados foram
confirmados na analise quantitativa. Assim, os resultados sugerem que a estenose
da artéria renal induziu lesdo renal nos grupos 2R1C e 2R1C + CMMO 24 horas,
liberando excessivamente proteinas na urina, que estavam presentes no plasma. No
entanto, ap0s 48 horas do transplante, ja observamos a restauracdo do nivel
plasmatico com uma tendéncia a diminuigdo da proteinuria na urina. Apos 7 e 15
dias da terapia com as CMMO GFP*, o nivel de proteinas totais no plasma foi
reestabelecido, a0 mesmo tempo que a proteindria diminuiu acentuadamente.
Portanto, estes resultados sugerem que as CMMO GFP® contribuiram para o

restabelecimento da funcdo renal, reduzindo leucocitiria e proteinaria. Ja foi
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demonstrado anteriormente pelo nosso grupo que o transplante das CTM reduziu
significativamente a proteiniria em ratos 2R1C, semelhante ao grupo sham,
sugerindo que a CTM foi capaz de restaurar, pelo menos em parte, a parede
glomerular (Lira et al., 2017).

A nefrina € uma proteina transmembrana expressa na superficie celular de
poddcitos, sendo encontrada na fenda de filtracdo glomerular com a finalidade de
manter a estrutura podocitaria integra. A disfuncdo desta fenda resulta em leséo da
barreira de filtracdo glomerular, levando a proteindria e lesdo renal progressiva.
Estudos anteriores demonstraram que a nefrina pode ser um biomarcador da lesao
glomerular precoce e um novo alvo terapéutico efetivo para a lesdo de poddcitos em
glomerulopatias (Grahammer et al., 2013; Kandasamy et al., 2014). Nosso0s
resultados mostraram uma reducdo acentuada nos niveis de nefrina nos animais
2R1C, sugerindo que esta reducdo estd associada a proteindria, leucocitlria,
glomeruloesclerose e danos na barreira de filtragdo glomerular induzidas pela
estenose da artéria renal esquerda. Estudo recente demonstrou reducéo significativa
de nefrina e podocina nos glomérulos de ratos 2R1C (Finne et al., 2014). Entretanto,
apés o transplante das CMMO GFP*, a expressdo da nefrina foi restaurada,
mostrando que a terapia celular contribuiu com a recuperacdo da barreira de
filtracdo glomerular e reestruturac@o dos poddécitos no rim dos animais 2R1C.

A creatinina € um dos marcadores mais utilizados para avaliacdo inicial da
funcdo renal. Por ser totalmente excretada na urina e nao ser reabsorvida pelo
organismo, altos niveis de creatinina indicam deficiéncia funcional do rim. Entretanto,
€ necessario associar a creatinina com outros parametros, como proteindria e ureia.
Assim, a andlise destes trés parametros auxilia na elucidacdo da condi¢cédo clinica
presente (Abensur, 2011; Kiching et al., 2016). A avaliacdo da creatinina nos animais
dos grupos 2R1C e transplantados 24 horas e 48 horas demonstrou um aumento de
creatinina, tanto no plasma quanto na urina, apesar de observarmos uma tendéncia
a diminuicdo nestes grupos transplantados. Entretanto, as CMMO GFP" foram
capazes de reduzir a creatinina plasmatica e urinaria a niveis préximos dos animais
Sham apods 7 e 15 dias do transplante, exceto na avaliacdo da creatinina presente
na urina apos 15 dias. Ainda ndo se sabe o motivo que provocou este aumento
acentuado na creatinina urinaria apés 15 dias do transplante. A analise da ureia

demonstrou que a terapia com CMMO GFP™ levou a normalizagdo dos niveis

plasmaticos em comparacdo aos animais 2R1C, que apresentaram niveis elevados.
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A ureia é o pardmetro menos sensivel entre os trés utilizados para avaliar a
funcdo renal. Como pode ser reabsorvida pelo tubulo renal apds o processo de
filtracdo, qualquer condicdo clinica que estimule a reabsorcdo tubular de sodio
determinara um aumento da ureia desproporcional ao da creatinina. Além disso, a
ureia ndo é produzida constantemente ao longo do dia, podendo variar com a
ingestdo proteica, além de ser eliminada também pelo trato gastrointestinal e pela
pele (Sodré et al, 2007; Abensur, 2011). Provavelmente, devido a estas
caracteristicas, a deteccdo da ureia na urina gerou resultados inconclusivos. Um
estudo ja demonstrou que a terapia com CMMO promoveu uma acao terapéutica
protetiva na fungcdo renal, diminuindo os niveis de creatinina e ureia em
camundongos com dano renal induzido por mercurio (Marques et al., 2013). As
CMMO conseguiram melhorar os niveis dos parametros funcionais: creatinina e
ureia, apos 18 horas do transplante em modelo de doenca renal aguda (Semedo et
al., 2010). Em modelo de les&o renal induzida por cisplatina, o transplante de CTM
levou a reducdo da ureia, que foi associada ao reestabelecimento das células
epiteliais tubulares (Morigi et al., 2004). Assim, 0s nossos resultados corroboram
com achados anteriores, sugerindo que a terapia com CMMO GFP* contribuiu para
a melhora da funcéo renal dos animais 2R1C.

O modelo 2R1C proposto por Goldblatt (1934) leva a hipoperfuséo persistente
no rim clipado, ativando o SRAA, promovendo estresse oxidativo, inflamacéo, perda
microvascular, fibrose intersticial severa e atrofia tubular, o que resulta em
insuficiéncia renal (Saad et al., 2015; Oliveira-Sales e Boim, 2016; Li et al., 2017).
Sabe-se também, que a diminuicdo do aporte sanguineo no rim esquerdo promove
atrofia do rim estendtico e a hipertrofia do contralateral, que ocorre de forma
compensatoria. Assim, observa-se uma discrepancia nos tamanhos dos rins direito e
esquerdo, sendo uma das caracteristicas deste modelo (Fechtel at al, 2012; Al-
Suraih e Grande 2014; Amat et al, 2014). Nos nossos resultados do grupo 2R1C,
observamos que a estenose da artéria do rim esquerdo provocou uma lesdo crénica
e persistente, o que resultou na atrofia do clipado e hipertrofia do contralateral.
Também observamos nos animais 2R1C e 2R1C transplantados 24 horas e 48
horas, glomeruloesclerose, atrofia e desestruturacao tubular, aléem de fibrose severa
e presengca de infiltrado celular. A proteinaria glomerular estd associada a
glomerulosclerose, enquanto que a proteindria tubular leva a inducdo de inflamacéo,

transicdo epitelial-mesenquimal e fibrose intersticial (Gorriz e Martinez-Castelao,
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2012). A presenca de infiltrado celular apds a clipagem se deve, provavelmente, ao
estado inflamatério observado no modelo 2R1C. Entretanto, a terapia com CMMO
GFP+ proporcionou melhora da citoarquitetura renal com reestruturacdo glomerular
e tubular, reducdo significativa da fibrose, além da diminuicdo consideravel do
infiltrado celular. Observacdes similares foram encontradas em outros trabalhos,
sugerindo que as CTMO contribuem para a regeneracdo renal através da
restruturacdo da morfologia renal, aumentando a regeneracdo tubular, reduzindo
fibrose, proteindria e a inflamacéo e inibindo a apoptose (Yokote e Yokoo, 2012;
Oliveira-Sales et al., 2013; Peired et al., 2016).

Para a manutencdo da homeostase no rim, as juncdes aderentes (JAS)
(caderinas) e as jun¢des comunicantes (JCs) (conexinas) tém um papel fundamental
(Toubas et al., 2011; Keller et al., 2012). A comunicacao entre as células residentes
permite que elas possam perceber mudangas no microambiente e responder de
acordo com o estimulo inicial (Mese et al.,, 2007). Em condi¢cbes patoldgicas, a
transicao epitelial-mesenquimal (TEM) e inibicdo de metaloproteinases de matriz, em
resposta ao TGF-B1, sao contribuintes para a fibrose renal, desencadeada por um
aumento no numero de miofibroblastos, levando a deposicao de colageno. (Lee et
al., 2015; Ke et al., 2017). A TEM é também caracterizada pela perda do contato
célula-célula através da degradacédo das proteinas da juncdo, como a E-caderina e,
consequentemente, dano a integridade das células epiteliais tubulares. No presente
estudo, a expressdo de N- e E-caderina foi reduzida no cértex e na medula do rim
clipado nos animais 2R1C. Entretanto, a terapia com CMMO GFP* aumentou as
expressodes de N- e E-caderina, acompanhado por melhora da citoarquitetura renal e
diminuicdo da fibrose intersticial. A E-caderina apresenta alta capacidade de
renovacdo, contribuindo para a formacdo destas juncdes e manutencdo da
integridade epitelial durante a homeostase e remodelamento dos tecidos (Baum e
Georgiou, 2011). A restauracao da expressao da E-caderina pode ter contribuido
para a reestruturagdo tubular observada nos animais transplantados, uma vez que
E-caderina é crucial para a morfogénese epitelial e a formacdo do lumen tubular (Jia
et al., 2011). Um estudo anterior demonstrou que a expressdo da E-caderina em
modelo UUO é regulada negativamente em resposta ao TGF-B1 (Vidyasagar et al.,
2008). Além disso, em células epiteliais tubulares renais co-cultivadas com TGF-f31,
a expressao da N-caderina foi reduzida, enquanto que com o uso de inibidores da

Rho-quinase (GTPase que modula o citoesqueleto), a expressdo de TGF-B1
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diminuiu, permitindo o aumento da expressdo de N-caderina (Keller et al., 2012).
Além disso, o tratamento com CMMO reduziu os niveis de TGF-B1 e diminuiu a
fibrose (Semedo et al., 2010). Em estudo recente do nosso grupo, demonstramos
que o transplante com CTM reduziu significativamente a fibrose e a expressao de
TGF-B1, enquanto que restaurou a expressdo e a atividade da Na™'K*-ATPase em
ratos 2R1C (Lira et al., 2017). A presenca da Na"'K*-ATPase é importante para a
associacdo da E-caderina com o citoesqueleto (Vagin et al., 2012). Portanto, a
recuperacdo da expressao de N- e E-caderina, acompanhada pela reorganizacdo do
parénguima renal na presenca de CMMO GFP”*, parece ser essencial para este
processo de reestruturacéo, contribuindo para a regeneracao renal.

O desenvolvimento de hipertensdo sistémica nos animais 2R1C foi
acompanhado por diminuicdo da expressdo de Cx40 e hipersecrecdo de renina.
Sabe-se que o modelo experimental de HR 2R1C é dependente da Ang Il, com
hipersecrecdo da renina, levando ao desenvolvimento de hipertensdo arterial
sistémica (Kashyap et al., 2016). A expressao de Cx40 é caracteristica das células
produtoras de renina e € necessaria para o controle da secrecdo de renina atraves
dos barorreceptores, contribuindo para a o controle da pressao arterial sistémica
(Kurtz, 2011; Machura et al., 2015). A auséncia ou reducdo de Cx40 nas células
justaglomerulares leva a hipersecrecdo da renina e, portanto, contribui para a
hipertenséo (Le Gal et al., 2014; Kurtz, 2015). Entretanto, apos terapia com CMMO
GFP" a expressdo de Cx40 e de renina foram normalizadas, enquanto reduziu a
pressao arterial nos rins dos animais 2R1C. Um estudo recente demonstrou que a
restauracdo de Cx40 em células produtoras de renina reduz a pressao arterial e
melhora a hipertensao, destacando que pequenas alteracdes na expressao total de
Cx40 no rim séo suficientes para modular a producéo de renina (Le Gal et al., 2014).
A capacidade das CMMO GFP" de estimular o aumento da expressdo de Cx40
contribuiu para o restabelecimento da comunicacdo intercelular nas células
justaglomerulares, permitiu o controle da secrecédo de renina e da ativagao de SRAA,

0 que levou a diminuig&o da presséo arterial sistémica nos animais 2R1C.
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CONCLUSAO

Portanto, de acordo com os resultados apresentados, este estudo mostra que
apenas um transplante de CMMO GFP" na regido subcapsular renal promoveu a
recuperagdo do parénquima renal, atenuando a fibrose renal e restaurando a
expressdo de N- e E-caderinas, conexina 40 e nefrina no rim dos ratos com
hipertenséo renovascular 2R1C. Além disso, melhorou a funcédo renal, diminuindo a
proteindria, os niveis plasmaticos de creatinina e ureia, além de reduzir a
hipersecrecéo de renina e a pressao arterial sistémica. Assim, esses dados sugerem
que o transplante CMMO GFP" foi capaz de melhorar efeitos sistémicos e locais
causados pela estenose da artéria renal esquerda, promovendo a restauracao da
comunicacado célula-célula nos segmentos tubular e glomerular, contribuindo, assim,

para a restauracao estrutural e funcional do rim.
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