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RESUMO

AZEVEDO, Aline de Almeida. Estudo do balanco entre MMPs e TIMPs no parénquima
renal de ratos com hipertensdo renovascular apés o transplante de células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea. 2019. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A hipertensdo renovascular (HR) é causada pela oclusdo parcial da artéria renal,
promovendo isquemia renal, e subsequente ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), um ponto de partida para hipertensdo arterial sistémica. A HR é uma
doenca progressiva e, quando néo tratada, leva a doenca renal crénica (DRC). No momento,
ndo existe tratamento especifico nas fases avangadas da doenca, pois a Unica alternativa é a
dialise e/ou transplante renal. Mas, devido ao alto custo dos tratamentos de dialise e a caréncia
de 6rgdos disponiveis para o transplante, existe a necessidade iminente do desenvolvimento
de novas terapias. As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo excelentes candidatas para a
terapia celular pela sua capacidade de reduzir a leséo renal, por meio da sintese e liberacdo de
citocinas e fatores de crescimento, preservando a funcéo renal. Porém, é necessario elucidar o
remodelamento do parénquima renal através da transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) na
presenca das CTM. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos do transplante de
CTM sobre o equilibrio da expressdo de metaloproteinases -2 e -9 e dos inibidores de
metaloproteinases-1 e -2 (TIMP) no rim esquerdo de ratos com HR induzida pelo modelo 2
rins 1 clipe (clipagem na artéria renal esquerda - 2R1C). Também foram analisadas as
alteracdes morfologicas e funcionais, a integridade da membrana basal, os conteidos de TNF-
o (fator de necrose tumoral alfa) e TGF-f (fator de crescimento transformante beta) e a
expressdo tecidual de CD68 (macréfago), IL-10 (interleucina), e a-SMA (alfa actina de
musculo liso). Ratos machos Wistar (n=18) foram divididos em trés grupos: Sham, 2R1C e
2R1C+CTM (receberam transplante apds 4 semanas da cirurgia de clipagem). Apds 2
semanas do transplante (semana 6) os animais foram eutanasiados e os rins foram coletados e
processados para microscopia de luz e western blotting. Os animais 2R1C apresentaram
hipertensdo arterial, com aumento de ureia, creatinina e proteindria, enquanto houve reducéo
de proteinas totais séricas. Os rins desses animais apresentaram fibrose, desestruturacdo da
membrana basal, aumento do conteddo de MMP-2 e -9, TNF-a. ¢ TGF-B e aumento da
marcacdo de CD68, a-SMA e TNF-a. Apo6s 15 dias de transplante de CTM os animais
apresentaram reducdo na pressdo arterial, da ureia e proteindria e normalizagdo de proteinas
séricas, mostrando que a terapia promoveu restabelecimento da fungéo renal. Além disso, o
transplante de CTM reduziu o contetdo renal de MMP-2 e -9, TGF-$ ¢ da marcagédo para a-
SMA, enquanto aumentou o conteddo de TIMP-1 e -2, contribuindo para restauracdo da
membrana basal, reducdo da fibrose pela TEM, e restauracdo dos glomérulos e tabulos renais.
Também observamos reducdo da expressdo e marcacdo do TNF-a, redugdo da marcagdo de
CD68 e aumento de IL-10. Estes resultados sugerem que o transplante de CTM foi capaz de
melhorar aspectos morfologicos e funcionais causados pela HR, promovendo um efeito
imunomodulador e o remodelamento do parénquima renal, impedindo a progressao da fibrose
através da TEM em modelo experimental de DRC.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Doenca renal crénica. Metaloproteinases.

Transicao epitélio-mesenquimal. Remodelamento renal.



ABSTRACT

AZEVEDO, Aline de Almeida. Study of the balance between MMPs and TIMPs in the renal
parenchyma in rats with renovascular hypertension after bone marrow mesenchymal stem
cell transplantation. 2019. 100 f. Dissertagdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2019.

Renovascular hypertension (RH) is caused by partial occlusion of the renal artery
promoting renal ischemia and subsequent activation of the renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS), a starting point for systemic arterial hypertension. RH is a progressive
disease that, when untreated, leads to chronic kidney disease (CKD). Currently, there is no
specific treatment in the advanced stages of the disease, since the only alternative is dialysis
and/or renal transplantation. However, due to high cost of dialysis treatments and to the lack
of available organs for transplantation, there is an imminent need for the development of new
therapies. Mesenchymal stem cells (MSC) are excellent candidates for cell therapy because of
their ability to reduce renal damage, through the synthesis and release of cytokines and
growth factors, preserving renal function. However, it is necessary to elucidate the renal
parenchyma remodeling through the epithelial-mesenchymal transition (EMT) in the presence
of mesenchymal stem cells. The main objective of this work was to evaluate the effects of
bone marrow MSC transplantation on the expression balance of metalloproteinases -2 and -9
and the inhibitors of tissue metalloproteinases -1 and -2 (TIMP) in the left kidney of rats with
RH induced by 2 kidney- 1clip model (clipping of left renal artery — 2K1C). It was also
analyzed morphological and functional alterations, basal membrane integrity,
TNF-o (tumor necrosis factor alpha) and TGF-B (transforming growth factor beta) contents
and tissue expression of CD68 (macrophage), IL-10 (interleukin), and a-SMA (smooth
muscle alpha-actin). Male Wistar rats (n = 18) were divided into three groups: Sham, 2K1C
and 2K1C+MSC (received transplantation after 4 weeks of clipping surgery). After 2 weeks
of transplantation (week 6) the animals were euthanized and the kidneys were collected and
processed for microscopy and western blotting. The 2K1C animals presented hypertension,
with increased urea, creatinine and proteinuria, while there was a reduction of total serum
proteins. The kidneys of these animals showed increased fibrosis, a basement membrane
disruption, increased MMP-2 and -9, TNF-a and TGF- expression, and increased CD68, a-
SMA and TNF-o staining. After 15 days of MSC transplantation, the animals showed
reduction of blood pressure, urea and proteinuria, and serum proteins normalization, showing
that the therapy promoted renal function reestablishment. In addition, MSC transplantation
reduced the renal content of MMP-2 and -9, and TGF-, and the a-SMA staining, while
increased TIMP-1 and -2 content, contributing to basal membrane restoration, reduction of
fibrosis by TEM, and renal glomeruli and tubules restoration. We also observed reduction of
TNF-a expression and staining, reduction of CD68 staining, and increase of IL-10 staining.
These results suggest that MSC transplantation was able to improve morphological and
functional aspects caused by RH, promoting an immunomodulatory effect and renal
parenchyma remodeling, preventing the progression of fibrosis through TEM in an
experimental model of CKD.

Keywords: Mesenchymal stem cell. Chronic kidney disease. Metalloproteinases. Epithelial-

mesenchymal transition. Renal remodeling.
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INTRODUCAO

Morfofisiologia renal

O sistema urinario consiste em um par de rins, um par de ureteres, que se conectam dos
rins a bexiga, e em uma uretra, que se estende da bexiga até a parte externa do corpo. Os rins
exercem varias fungBes importantes, como promover a manutencdo da homeostase,
eliminando Vvérios residuos metabdlicos, agua, eletrolitos e ndo-eletrolitos em excesso por
meio da filtracdo sanguinea e eliminacdo na urina. Os rins também desempenham atividade
enddcrina, sintetizando e liberando os hormonios renina, que atua no controle da pressdo
arterial, e eritropoetina, que atua na hematopoese regulando a formacéo dos eritrcitos. Os
rins também atuam na ativacdo da vitamina D3 (Junqueira & Carneiro, 2017; Ross & Pawlina,
2016; Scott & Quaggin, 2015).

Os rins sdo 6rgdos avermelhados, em formato de feijao, localizados lateralmente a
coluna vertebral, no espaco retroperitoneal da parede abdominal posterior. Cada rim é
envolvido por uma céapsula de tecido conjuntivo denso, constituida por uma camada de
fibroblasto e fibras colagenas (camada mais externa) e de miofibroblasto (camada mais
interna). Os rins possuem uma borda convexa e outra cdncava, na qual se localiza o hilo, onde
entram e saem vasos sanguineos, nervos e ureteres. No hilo, também existem célices que se
unem para formar a pélvis renal, parte superior dilatada, onde vai ser coletada toda a urina
formada nos tabulos (Figura 1A) (Junqueira & Carneiro, 2017; Ross & Pawlina, 2016).

Os rins sdo formados por duas regies distintas, a regido da medula, constituida por
tubulos retos dos néfrons e ductos coletores, e a regido do cortex, constituida por néfrons e
tubulos coletores. A regido medular é formada por pirdmides medulares (Malpighi), nas quais
0 apice se associa aos calices renais e as bases se ligam a regido cortical pelos raios medulares
(Figura 1A). Na regido cortical, os néfrons e os tabulos coletores sdo 0os componentes do
tubulo urinifero, envolto por uma lamina basal (Junqueira & Carneiro, 2017; Ross & Pawlina,
2016).

O néfron é a unidade estrutural e funcional fundamental do rim, no qual a urina €
produzida e concentrada ao longo do seu comprimento. O néfron é constituido pelo
corpusculo renal (CR), tabulo contorcido proximal (TCP), tubulo reto proximal (TRP), alca

de Henle (AH) tanto a porcdo espessa quanto a porcdo delgada, o tubulo contorcido distal



16

(TCD) e tabulo reto distal (TRD) (Figura 1B) (Ross & Pawlina, 2016; Scott & Quaggin,
2015).

Figura 1 - Esquema representativo da estrutura do rim

Capsula
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Coluna renal

Vasos arqueados Cortex

Piramides

Medula

Medula
interna
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Legenda: A- Organizagdo estrutural do rim, B- Organizagdo estrutural do néfron e dos tdbulos. 1- Corpulsculo
renal, 2- tibulo contorcido proximal, 3- tdbulo reto proximal, 4- ramo delgado descendente, 5- ramo
delgado ascendente, 6- ramo ascendente espesso (tubulo reto distal), 7- méacula densa localizada no
ramo ascendente espesso, 8- tlbulo contorcido distal, 9; 9*- tdbulo, 10- ducto coletor cortical, 11-
ducto coletor medular externo e 12- ducto coletor medular interno.

Fonte: Ross & Pawlina, 2016.

O CR é formado por um tufo de capilares tortuosos (glomérulo) e pela capsula de
Bowman envolvendo o glomérulo e, entre estas duas estruturas localiza-se o espaco capsular.
O CR apresenta um polo vascular, constituido por artéria aferente e artéria eferente, e um polo
urinério, que faz ligacdo com o tabulo contorcido proximal. A capsula de Bowman possui um
folheto interno ou visceral, regido junto aos capilares glomerulares, e o folheto externo ou
parietal, limitando o corpusculo renal. O folheto parietal da capsula é composto por epitélio
simples pavimentoso sobre a lamina basal e uma fina camada de fibras reticulares. Ja o
folheto visceral é constituido por células epiteliais modificadas chamadas de poddcitos, com
seus prolongamentos primarios e secundarios. Os poddcitos estdo localizados sobre uma

membrana basal no entorno das células endoteliais glomerulares com algumas células
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mesangiais, formando o glomérulo (Figura 2) (Garg, 2018; Junqueira & Carneiro, 2017; Scott
& Quaggin, 2015).

Além da presenca das células mesangiais no glomérulo (Figura 2), compondo a estrutura,
essas células também se localizam ao longo do polo vascular (células reticuladas), fazendo
parte do aparelho justaglomerular. Estas células sintetizam proteinas de matriz extracelular,
fagocitam substancias normais e patoldgicas retidas pela barreira de filtracdo e produzem
prostaglandinas e endotelinas para promover a contragdo da musculatura lisa das artérias
glomerulares aferente e eferente. Além disso, as células mesangiais atuam na regulacdo da
distensdo glomerular em resposta a pressdo arterial elevada, e secretam moléculas como
interleucina-1(1L-1), prostaglandina (PGE;) e fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), que desempenham papel importante, principalmente ap6s uma lesdo glomerular
(Barton & Sorokin, 2016; Ross & Pawlina, 2016).

Figura 2 - Representacao esquematica de um corpusculo renal

Legenda: DT- tGbulo distal, AA- arteriola aferente, EA- arteriola eferente, Pod- podécito, MC- célula mesangial,
GEC- célula endotelial glomerular, BS- espa¢o de Bowman ou capsular, PEC- célula epitelial parietal
e PT- tdbulo proximal.

Fonte: Scott & Quaggin, 2015.

Os poddcitos sdo células especializadas que formam a base estrutural da barreira de

filtracdo glomerular. Estas células se encontram sobre uma membrana basal glomerular,
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revestindo os capilares (Figura 3). Este revestimento se d& pelos prolongamentos primarios e
secundarios que se interdigitam, formando as fendas diafragmaéticas. Assim, os capilares, a
membrana basal glomerular e os poddcitos formam a barreira de filtracdo glomerular (BFG).
O sangue que circula pelos capilares glomerulares ¢é filtrado pela BFG, produzindo o
ultrafiltrado glomerular, que € direcionado para o espaco capsular e, posteriormente, para 0s
tibulos. Os poddcitos sdo células dinamicas que podem promover um inchago ou retracdo dos
seus prolongamentos, de acordo com a ocasido. Caso ocorra uma lesdo na barreira de filtracdo
glomerular, principalmente nos poddcitos, as fendas diafragmaticas se retraem, possibilitando
a passagem de moléculas grandes, o que gera o quadro de glicosuria e proteindria, ou
albumindria. O quadro de proteindria pode se manifestar em varias doencas, como nefropatia
congénita, hipertensdo, diabetes e doenca renal crénica (Barton & Sorokin, 2016;
Brinkkoetter & Hagmann, 2018; Garg, 2018; Grahammer, 2017; Scott & Quaggin, 2015).

Os capilares glomerulares sdo caracterizados por um tufo de capilares tortuosos que
compdem a BFG. Estes capilares possuem fenestras com cerca de 60-100nm de largura e
correspondem a 20% da superficie endotelial permitindo, assim, uma rapida passagem de
grandes volumes de fluidos da filtracdo renal. Essa filtracdo desempenhada pelos capilares
glomerulares, se deve ao fato que tanto o limen dos capilares quanto as suas fenestras sdo
revestidos por uma rede fibrosa de glicoproteinas, carregada negativamente (glicocalice).
Além disso, os componentes do plasma sdo absorvidos pelo glicocalice, formando uma
camada mais espessa. Desta forma, a estrutura filamentosa e a carga negativa tornam as
fenestras mais estreitas e restritivas (Figura 3) (Nazila Kamaly et al., 2017; Scott & Quaggin,
2015).

A membrana basal glomerular (MBG) é um dos constituintes da BFG, composta por
colageno 1V, laminina e proteoglicanos, secretados pelas células endoteliais glomerulares e
pelos poddcitos. A MBG se localiza entre os capilares e os poddcitos, atuando como uma
matriz intermediéria que promove a seletividade. A MBG também pode acumular ligantes
pré-angiogeénicos e fatores secretados que intervém a comunicacao celular entre os poddcitos
e os capilares glomerulares. Um dos componentes principais do proteoglicano sulfatado de
heparina é o agrina, pois possui uma elevada carga negativa, contribuindo para carga negativa
na MBG. Assim, a albumina plasmatica, com carga negativa, apresenta uma repulsao
eletrostatica a MBG, evitando a sua passagem para 0 espago capsular e consequente
eliminacdo pela urina (Figura 3) (Nazila Kamaly et al., 2017; Scott & Quaggin, 2015).

Portanto, a BFG isola o espa¢o vascular do espago urinario, filtrando moléculas e ions do

fluxo sanguineo e produzindo um filtrado urinario primario. Em condicGes fisiologicas, a
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filtracdo do sangue pela BFG ocorre por tamanho e carga, certificando que somente &gua e
pequenos solutos (ureia, glicose, aminoécidos e ions minerais) do sangue passem para a urina.
Ja componentes plasmaticos com alto peso molecular e com carga negativa, como albumina,
sdo retidos no sangue. Qualquer comprometimento a um dos componentes dessa barreira
promove proteindria, caracteristicas das doencas glomerulares (Figura 3) (Nazila Kamaly et
al., 2017).

Figura 3 - Esquema representativo do corpusculo renal e BFG em condigdes saudaveis e na
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Nota: A- Esquema representativo de um corpusculo renal, mostrando o folheto parietal e visceral; B- barreira de
filtracdo glomerular (capilares, membrana basal e poddcitos) saudavel com alguns solutos sendo retidos;
C- barreira de filtracdo glomerular (capilares, membrana basal e poddcitos) danificada com alguns solutos
passando para o espago capsular. Nota: HD- didmetro hidrodindmico.

Fonte: Kamaly et al., 2017.

No polo urinario do corpusculo renal, o TCP, segundo constituinte do néfron, é o
proximo segmento. O TCP apresenta Iimen amplo revestido por epitélio simples cabico. Suas
células possuem, microvilosidade na superficie apical e numerosas mitocondrias. Abaixo das
células epiteliais encontra-se a membrana basal (MB) (Figura 4). Tais caracteristicas s&o
essenciais, pois é na regido do TCP que ocorre a maior parte de absorcao, cerca de 60-70% do
ultrafiltrado glomerular. As microvilosidades aumentam a superficie para absorcdo de
macromoléculas, as mitocondrias auxiliam no gasto energético promovido pelo transporte

ativo de algumas moléculas e a MB fornece um suporte estrutural, controla a sinalizacédo de
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fatores de crescimento e as proprias células que secretam e degradam a MB. As células do
TCP absorvem glicose, amino&cidos, cloreto (CI°), célcio, fosfato, bicarbonato e sodio pela
bomba Na'/K" ATPase; cotransportadores SGLT2, de H" e peptideos; transportadores
GLUTZ2; transportadores de aminoacidos acidos, basicos e neutros e; agua pela aquaporina
(AQP-1), assim, promovendo a homeostase ao longo dos tdbulos. Além disso, os TCP
excretam substancias toxicas do metabolismo, como creatinina, ureia, &cido Urico e
substancias estranhas, como farmacos (Ross & Pawlina, 2016; Taub, 2018; Van Genderen et
al., 2018). Portanto, a creatinina, ureia e acido urico sdo biomarcadores laboratoriais para
avaliacdo da funcéo renal. A creatinina é um produto formado a partir do uso da creatina para
a contracdo da fibra muscular, a ureia € um produto do catabolismo proteico e o &cido Urico é
um produto do catabolismo das purinas, todos eliminados do organismo pela urina. A
elevacdo da uréia (uremia), do &cido urico (hiperuricemia) e, principalmente, da creatinina é
um indicativo de progressao da doenca renal crénica (Kobayashi et al., 2014; Steubl et al.,
2016).

O terceiro segmento do néfron é a alca de Henle, uma estrutura em forma de U formada
por epitélio simples pavimentoso (regido delgada) e epitélio simples cubico (regido espessa)
(Figura 4). A alca de Henle também promove absor¢do de sodio, cloro e &gua para o
equilibrio hidrico favorecendo, assim, o gradiente de hipertonicidade no intersticio medular,
concentrando a urina (Dominiczak et al., 2017; Yu, 2017).

O ultimo segmento do néfron é o TCD, constituido por um epitélio simples cubico, ndo
possui orla em escova, e é impermeavel a dgua (Figura 4). O TCD desempenha um papel
importante na regulacdo do contetido de eletrélitos reabsorvidos a partir do filtrado tubular.
As células do TCD sdo as que exibem maior atividade de Na*/K*ATPase, por promoverem
reabsorcio de sddio (5-10%) e secre¢do de K* no filtrado tubular, regulando a concentragéo
de sais. Estas células do TCD também reabsorvem ions bicarbonato, proporcionando maior
acidificacdo da urina. Além disso, estas celulas reabsorvem o cloreto (CI) e secretam aménia
pela necessidade dos rins de excretar acido e gerar bicarbonato, regulando o equilibrio
acidobasico do sangue. Na regido do TCD adjacente ao corpusculo renal, as células passam
por modificacBes, tornando-se células colunares com polaridade invertida, regido identificada
como macula densa. Estas células sdo sensibilizadas por ions e agua, produzindo moléculas
sinalizadoras para que as células justaglomerulares liberem renina na circulacdo, assim,
permitindo a reabsorcéo de fons Na* (Junqueira & Carneiro, 2017; Kortenoeven et al., 2018;
Yu, 2017).
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Os tubulos coletores (TC) conectam o segmento final do néfron com os ductos coletores
(DC), direcionando-se de forma retilinea para as papilas. Os TC delgados possuem um
epitélio simples cubico e, conforme se aproxima das papilas, as células tornam-se cilindricas.
Os ductos coletores possuem dois tipos de células: as principais, que absorvem agua, e as
intercaladas, que secretam H* (Figura 4). Os TC e os DC s&o responsaveis por reabsorver
agua pelas aquaporinas-2 reguladas pelo horménio antidiurético (ADH), assim, definindo a
osmolaridade final da urina. Essa regido também é alvo do hormdnio aldosterona, o qual atua
absorvendo mais Na* e 4gua, aumentando o volume sanguineo e elevando a pressio arterial
(Kortenoeven et al., 2018; Ross & Pawlina, 2016).

Figura 4 - Esquema representativo das células do corplsculo renal e dos tabulos

Cortex renal > D
Medula renal — ‘w;-
=
Pélvis :’( S Capsula Bowman: folheto parietal
*4‘0"
h Ureter 3 \\%Z T Membrana basal
Rim : S A Poddcito
| -
Corpusculo renal /s \ Endotélio glomerular
Capsula de 4 \ fenestrado

Capsula de Bowman: folheto visceral

. Tabulo L
- contorcido distal
&1 f' Microvilosidade

Bowman ‘

ik

Tuabulo
contorcido
proximal

P—— \

Células do tabulo contorcido

roximal
cortex proxima

é . 5 & 8 2. Tiae o
& J
'-\?‘ 3 '\ﬁ)’ ¥ \4‘,))'
medula LG L
Células do tiibulo contorcido distal

D >
Alga de Henle e st AR

Ducto
coletor

Células da alca de Henle

r—Células principais , .
| h . Células intercaladas

LR e
»3' .\é:' ~:.&"'l

Células do ducto coletor

Nota: O esquema representa a disposicdo do néfron e o ducto coletor, e a morfologia celular ao longo dos
tlbulos e dos folhetos do corpusculo renal.
Fonte: https://antranik.org/the-urinary-system-kidneys/.

As células justaglomerulares (JG) se encontram na arteriola aferente, préximo ao

corpusculo renal, possuem nucleo esférico e citoplasma com muitos granulos de secrecdo de
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renina, responsavel pela regulagdo da pressdo arterial. As células JG, a macula densa,
localizada no TCD e adjacente ao corpusculo renal, e as células mesangiais extraglomerulares
formam o aparelho justaglomerular. Este aparelho justaglomerular possui um papel
importante na regulacdo da pressao arterial sistémica (PAS) por meio da ativacao do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Em condicbes fisiologicas, o SRAA pode ser
ativado pela reducdo da ingestdo de sodio ou, em condicBes patoldgicas, pode ser ativado pela
reducdo do volume de sangue circulante por hemorragia ou por reducao da perfuséo renal pela
compressdo das artérias renais. Com a ativacdo do SRAA, as células JG liberam o horménio
renina que converte o angiotensinogénio em angiotensina I (Ang I). Nos pulmdes, a enzima
conversora de angiotensina (ECA) converte a Ang | em angiotensina Il (Ang Il), a qual
estimula a glandula suprarrenal a sintetizar e liberar aldosterona. Assim, a aldosterona atua
sobre as células principais dos tubulos conectores e ductos coletores renais, aumentando a
absorcdo de sodio e agua e secrecdo de potéssio, consequentemente, aumentando o volume
sanguineo e elevando a pressao arterial (PA). Além disso, a Ang Il também atua promovendo
a vasoconstricdo sistémica, regulando a resisténcia vascular renal e sistémica. Entretanto, o
descontrole do SRAA contribui para o desenvolvimento e progressdo de danos nos rins,
hipertensdo e doenca renal cronica (Chou et al., 2018; Ross & Pawlina, 2016; Steppan et al.,
2018).

Doenca renal cronica

A doenca renal cronica (DRC) é uma doenca grave, progressiva, que impacta
negativamente a qualidade de vida dos pacientes, podendo levar a morte. Estima-se que
ocorreram cerca de 1,19 milhGes de mortes no mundo causadas pela DRC em 2016. A DRC
foi a 112 causa de morte no mundo, revelando-se um grande problema de satde pablica global
(GBD, 2017; Moody Coca & Sanders, 2018). As causas mais comuns que levam a DRC sdo a
hipertensdo arterial, hiperlipidemia, diabetes, obesidade, glomerulonefrite, rins policisticos e
doencas estruturais (Heerspink & Zeeuw, 2013; Hsiao, 2018; Ng & Li, 2018).

A DRC é caracterizada por uma perda progressiva dos néfrons que podera levar a
insuficiéncia renal crbnica, consequentemente, havendo a necessidade de dialise ou, até
mesmo, transplante renal. Esta perda de funcéo renal devido a lesdo glomerular esta associada

com a reducdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e aumento da albuminaria, proteindria e
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da creatinina. No estagio inicial da lesdo renal, vérias células, como neutrdéfilos, linfocitos T,
macrofagos, células tubulares e endoteliais atuam no processo importante de reparo tecidual.
Porém, a injuria ja é o suficiente para promover a producao de citocinas pro-inflamatorias,
tais como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), liberacdo de fatores pro-fibroticos, como o
TGF-B (fator de crescimento transformador) promovendo a fibrose (Heerspink & Zeeuw,
2013; Kefaloyianni et al., 2016; Loboda et al., 2016).

A manifestacdo da fibrose corresponde a via final comum da lesdo progressiva,
definida pelo o acumulo de matriz extracelular, especialmente por células mesenquimais
residentes nos tecidos. Fisiologicamente, apds qualquer lesdo tecidual se inicia um processo
de reparo tecidual, no qual vérias células e moléculas sdo envolvidas para promoverem a
regeneracdo, concomitante ou apos ao processo inflamatorio. Mas em determinado momento,
0 processo € desregulado, induzindo a cicatrizacdo e tornando um tecido ndo funcional. Neste
processo, varias células estdo envolvidas no desenvolvimento e sustentacdo da fibrose, como
células epiteliais, endoteliais, células inflamatdrias, e as células de origem mesenquimais,
como fibroblastos, pericitos e miofibroblastos que atuam na fibrose (Djudjaj & Boor, 2018;
Kefaloyianni et al., 2016).

Alguns trabalhos mostram que o aumento do hormonio angiotensina Il tem um papel
importante para contribui¢do da fibrose renal, pois ele induz um gene que codifica um dos
fatores de crescimento pro-fibrético TGF-B1. Embora a angiotensina 1l possa estimular a
fibrose independente da sinalizacdo do TGF-B. Mas na fibrose, apds a sinaliza¢éo do receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR), a via de sinalizacdo da MAPK (proteinas
quinases ativadas por mitégeno) é ativada, assim, promovendo um aumento de expressdo de
TGF-p. Desta forma, o TGF- se liga ao seu receptor TGF-p tipo II (TPRII) ativando as vias
de sinalizagdo das SMAD, para que genes codifiquem proteinas envolvidas no processo
fibrético. Aléem disso, o fator de crescimento TGF-f é o grande responsavel pela ativacéo,
proliferacéo e diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos, caracterizado pela expressdo
de alfa actina do musculo liso (a-SMA). Os miofibroblastos séo as principais celulas efetoras,
contrateis, que secretam proteinas de matriz extracelular responsaveis pela fibrogénese renal.
Este fator também estimula a sintese de proteinas de matriz, como o colageno tipo | e
tenascina-C e a expressdo de RNAm da trombospondina-1 (TSP-1 ou THBS1) pelas células
dos tubulos renais (Beusekom & Zimmering, 2018; Kefaloyianni et al., 2016).

Além disso, o TGF-B pode colaborar para a indugdo da transigcdo epitélio-mesenquimal
(TEM), evidenciada pela expressdo de a-SMA e vimentina, via expressdo génica induzida do

fator de crescimento do tecido conjuntivo profibrogénico (CTGF) e via SMAD 2/3
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fosforilada, assim, estimulando a progressdo da fibrose renal (Beusekom & Zimmering,
2018). A caracterizacdo da transicdo epitélio-mesenquimal se da pela diferenciacdo das
células epiteliais tubulares em células mesenquimais, juntamente com a ruptura da membrana
basal, pelas metaloproteinases. Esta ruptura permite a migracdo das células mesenquimais
para o intersticio, colaborando para o dano e progresséo da fibrose renal (Cheng et al., 2017;
Nistico et al., 2012; Zhao, 2013).

A DRC possui um potencial de desenvolver algumas complicacfes para o individuo,
como anemia, acidose metabdlica podendo afetar os 0ssos, a nutricdo, o metabolismo, até
mesmo chegar a faléncia da funcdo renal e Obito, por associacbes com doencas
cardiovasculares. Caso a DRC seja diagnosticada de forma precoce, estas complicagdes
podem ser evitadas ou retardadas. Porém, infelizmente, a DRC é subdiagnosticada e o
tratamento, muitas vezes, realizado de forma inadequada, impossibilitando a oportunidade de
prevencéo (Boucquemont et al., 2014; Tonelli & Riella, 2014).

No presente momento, ndo existe tratamento eficaz para estagios avancados da doenga e
a tentativa de interromper o processo ou estender ao maximo a perda total da funcédo renal &,
ainda, um desafio. Portanto, as Unicas alternativas de tratamento sdo a dialise e / ou
transplante dos rins. Mas infelizmente, a dialise é responsavel somente por substituir a funcéo
de filtracdo do rim, mas ndo é capaz de substituir a funcdo enddcrina e metabdlica (Peloso et
al., 2015).

Nos ultimos 5 anos, no Brasil, o nimero de pacientes que utilizaram dialise aumentou,
anualmente, cerca de 6,3%, sendo 11,2% de pacientes com >75 anos de idade. Em 2016, cerca
de 122.825 pacientes eram mantidos em programas dialiticos no Brasil, com uma taxa de
mortalidade anual de 18-25% (Lugon et al., 2018; Pereira et al., 2018). De acordo com 0s
dados de janeiro a setembro de 2018 da Associacdo Brasileira de Transplante de Orgéos
(ABTO), o numero de paciente inscritos na lista de espera para transplante de rim era de
22.429 e apenas 4.342 pessoas realizaram o transplante deste 6rgdo (Abto, 2018). Portanto, a
escassez de oOrgdos para transplante e o alto custo para o sistema de saude publica com a
realizacdo de didlise limita o tratamento da DRC, havendo a necessidade de desenvolver

novas terapias funcionais.
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Modelo experimental de hipertenséo renovascular

A hipertensdo renovascular (HR) € uma doenca proveniente da estenose da artéria renal,
sendo uma das causas mais comuns de hipertensdo secundéria. De todos o0s casos de
hipertensdo, cerca de 1% a 2% da populagdo sdo causados pela estenose. Esta estenose da
artéria renal tem por definicdo o estreitamento do Iimen arterial renal em mais de 50%,
diminuindo o fluxo sanguineo para os rins, assim, ativando o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) e aumentando a pressdo arterial sistémica. Além disso, a reducdo da
perfusdo renal pode prejudicar a funcéo renal e levar a doenca renal cronica. Diferentes causas
podem desencadear a estenose da artéria renal, com maior frequéncia a aterosclerose da
artéria renal e a displasia fibromuscular. Ja outras causas sdo mais raras, Como aneurisma,
nefrosclerose arteriolar, arterite de Takayasu, malformacdo arteriovenosa, estreitamento
congénito, trombose ou embolia e trauma (Samadian et al., 2017; Smith et al., 2016).

Geralmente séo realizados tratamentos para HR por meio de uso de medicamentos com
acdao no SRAA e angioplastia com colocacdo de stents na artéria renal com estenose. Porém,
podem ocorrer complicagfes durante as cirurgias na tentativa de correcdo da estenose da
artéria renal (Smith et al., 2016). Portanto, a tentativa de novas alternativas terapéuticas é
necessaria para os pacientes com HR. (Bansal et al., 2015).

Na proposta de induzir a HR, Goldblatt (1934) desenvolveu um modelo que é muito
utilizado para o estudo da hipertenséao arterial experimental, no qual a HR é induzida por meio
de estenose parcial da artéria renal de um dos rins, geralmente o rim esquerdo, aplicando um
clipe de prata, denominado o modelo 2 rins — 1 clipe (2R1C) (Goldblatt et al., 1934;
Samadianet al., 2017). Este tem sido o modelo experimental utilizado pelo nosso grupo ha
alguns anos e, também, escolhido para o presente trabalho pelo fato de ser obter facilidade o
estabelecimento da HR em animais e por oferecer resultados significativos. Ja foi demostrado
pelo nosso grupo que ratos 2R1C desenvolveram hipertensédo acompanhado de altos niveis de
renina no rim clipado e reducdo na atividade da Na'+K*-ATPase nos dois rins (Lira et al.,
2017). Qutro trabalho do grupo, mostrou que o modelo 2R1C levou uma lesdo crdnica e
persistente, que resultou na atrofia do rim clipado e hipertrofia do rim contralateral, além de
glomeruloesclerose, desestruturacao tubular, fibrose, infiltrado celular, reducdo da expressédo
de e-caderina, conexina 40 e nefrina, no rim clipado (Oliveira, 2017). Este modelo também
demostrou altos niveis de creatinina sérica e proteinas urinarias, desenvolvimento da

hipertensdo, fibrose, desorganizacdo glomerular através do espessamento da MBG e
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diminuigédo da fenda de filtragdo pela menor individualizagdo dos pedicelos, no rim clipado
(Freire, 2017).

O modelo 2R1C é um classico de inducdo da hipertensdo renovascular animal
dependente de angiotensina Il (Ang Il), por promover um aumento da atividade do SRAA
iniciada pela renina. Tem sido considerado um modelo bem semelhante & hipertenséo renal
humana por exibir um aumento transitdrio da atividade do SRAA e um aumento sustentado da
pressdo arterial. Este tipo de modelo tem sido muito utilizado para estudos de fisiopatologia
da hipertensdo e para desenvolvimento de drogas anti-hipertensivas (Amat et al., 2014;
Oliveira-Sales et al., 2013).

Apobs a implantacdo do clipe de prata, inicia-se uma estenose parcial da artéria,
ocasionando isquemia renal, consequéncia da reducdo significativa da pressdo de perfusédo
renal. Entdo, o SRAA é ativado, onde as células JG do rim clipado liberam renina,
aumentando a concentragdo de Ang Il circulante e aldosterona. Assim, ocorre um aumento do
volume de sangue por meio da reabsorcdo de sodio e agua, acarretando no estabelecimento da
HR. Além disso, a Ang Il promove vasoconstri¢cdo sistémica, ativacdo do sistema nervoso
simpatico e aumento da pressdo arterial (Figura 5) (Bryan et al., 2018; Chou et al., 2018;
Herrmann & Textor, 2018; Lincevicius et al., 2015; Oliveira-Sales et al., 2013).

A Ang Il também atua facilitando as propriedades ndo hemodindmicas e possui a
capacidade de promover a fibrose por varios mecanismos, como inducdo da sintese de
colageno, inibicdo de proteases de clivagem de colageno, proliferacdo de fibroblasto,
estimulacdo da secrecdo do fator de crescimento derivado de plaquetas, inflamacao, ativacédo
de mitogenos, sintese do fator nuclear-KB e de TGF-B, o qual estd envolvido em muitos
processos relacionados a progressdo da HR. (Beusekom et al., 2018; Chou et al., 2018;
Samadianet al., 2017).
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Figura 5 - Esquema representativo do estabelecimento da hipertenséo renovascular
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Nota: A estenose na artéria renal promove uma diminui¢do da perfusdo do rim, promovendo a liberacdo da
renina, assim, amplificando os sinais sistémicos para restaurar os niveis de pressdo da artéria.
Fonte: Herrmann & Textor, 2018.

Papel das metaloproteinases (MMP) e inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMP)

no remodelamento da doenca renal cronica

Durante o desenvolvimento da DRC, podera haver progressdo da doenca para a doenca
renal terminal, levando a perda irreversivel da funcéo renal. Esta perda deve-se a formacéo de
fibrose, que € uma das alteracbes patoldgicas considerada como um desfecho final da DRC,
independente da etiologia. A fibrose renal € um processo muito complexo, envolvendo a
combinacdo de multiplos fatores. A lesdo renal gera um infiltrado de células inflamatorias,
como macrofago e linfdcito, que, juntamente com as células renais lesionadas, liberam
mediadores pro-inflamatérios, como TNF, proteinas quimioatraentes de mondcito (MCP) e
fatores de crescimento, agravando ainda mais a reacao inflamatoria do rim. Esse agravamento
pode ativar a via de sinalizacdo do TGF-/SMAD e Notch, levando & deposicéo excessiva de
matriz extracelular, blogueando os capilares intersticiais renais e promovendo hipdxia. Desta

forma, as metaloproteinases (MMPs) desempenham um papel importante para o surgimento
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da fibrose, remodelando de forma patoldgica o parénquima renal (Cheng et al., 2017; Pulido-
Olmo et al., 2016).

As MMP sdo uma grande familia de endopeptidases dependentes de célcio e zinco,
responsaveis por degradar todos os componentes da matriz extracelular (MEC), controlando o
remodelamento fisiolégico. Tradicionalmente, as MMPs eram consideradas como
componentes antifibréticos dos tecidos, porém, atualmente, novos paradigmas surgiram,
mostrando que o remodelamento da MEC inadequada esté associado a atividade das MMPs,
principalmente em situacGes patoldgicas, como inflamacdo, remodelacdo deletéria, estresse
oxidativo e apoptose (Parrish, 2017; Pulido-Olmo et al., 2016).

Além disso, as MMPs desempenham um papel na migracdo, diferenciacéo e proliferacao
celular, na apoptose, na angiogénese, na adesdo célula-célula e célula-matriz e, também,
podem regular as atividades de citocinas e fatores de crescimento. As MMPs sdo divididas em
seis grupos familiares, no qual a classificagdo se baseia de acordo com a sua forma estrutural
e a sua especificidade ao substrato. As colagenases séo as MMP-1; MMP-8; MMP-13; MMP-
18, as gelatinases sédo MMP-2 e MMP-9, as estromelisinas séo MMP-3 e MMP-10, as
matrilisinas séo MMP-7 e MMP-26, as MMPs transmembranas ou MT-MMP sdo as MMP-
14; MMP-15; MMP-16; MMP-17; MMP-24; MMP-25 e outras MMPs (MMP-12, MMP-19,
MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-27, MMP-28) (Kousios et al, 2016; Parrish, 2017;
Pittayapruek et al., 2016). As gelatinases desempenham um papel importantissimo na DRC,
pois estdo associadas as vias de sinalizacdo de varias células, a endocitose e a ocorréncia de
inflamacdo renal na DRC, além de serem um dos responsaveis por promover a transi¢ao
epitélio-mesenquimal (Cheng et al., 2017; Zhao, 2013).

A estrutura das MMPs gelatinases (MMP-2 e MMP-9) é constituida por um pro-
dominio, um dominio catalitico, uma regido de charneira (flexivel) e um dominio semelhante
a hemopexina (figura 6). A sequéncia do pré-dominio possui residuo conservado de cisteina
para estabilizar e inibir o ion zinco catalitico localizado no dominio catalitico. Essas MMPs
sdo sintetizadas como zimogénios (Pro-MMP) e, quando a regido do pro-dominio € clivada,
se tornam ativas. Outra estrutura é o dominio semelhante a hemopexina, que é a regido onde
as MMPs védo exercer a atividade de clivar os substratos, como colageno 1V, fibronectina,
laminina e proteoglicana. Além disso, essa regido é responsavel por interagir com inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs), inibindo a sua atividade de degradar a matriz
extracelular (Jaoude & Koh, 2016; Parrish, 2017).
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Figura 6 - Esquema representativo dos componentes que compdem a estrutura das MMP
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Nota: Esquema mostrando a estrutura das metaloproteinases. As gelatinases sdo constituidas de um pré-dominio
com um peptideo sinal, ligado com uma regido de dominio catalitico com sequéncias repetidas de
fibronectina, em seguida, uma regido de dobradi¢a e de um dominio de hemopexina. SP- Peptideo sinal,
CS- troca de cisteina, FN- fibronectina, TM- transmembrana e F- local de clivagem da furina.

Fonte: Jaoude & Koh, 2016.

Os TIMPs atuam realizando interacfes ndo-covalentes com a sua por¢do N-terminal
(figura 7) ao zinco catalitico nas MMPs, em propor¢des de 1:1, inibindo a atividade
enzimatica das MMPs, interrompendo a degradacdo da matriz extracelular. Existem quatros
tipos de TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4), que sdo inibidores enddgenos que
podem ser encontrados ligados a componentes da matriz extracelular (MEC) ou ser secretados
por células (Brew & Nagase, 2010; Cheng et al., 2017; Jaoude & Koh, 2016; Parrish, 2017).
Em contrapartida, as TIMPs também podem promover ativacdo das MMPs, como a TIMP-2
que, além de inibir a atividade da MMP-2, também pode promover ativacdo da MMP-2 em
baixa concentragdo. A MT-MMP (MMP-14/ MMP tipo de membrana) também participa na
ativacdo da MMP-2 mediada pela TIMP-2. Assim, se forma um complexo Pro-MMP-
2/TIMP-2/MT-MMP na membrana, ativando a pro-MMP-2 em MMP-2 (Cheng et al., 2017).
A TIMP-1 atua inibindo a atividade da MMP-9 e outros membros da familia, exceto as MMP-
14,-16 e -24 (Parrish, 2017).
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Figura 7 - Representacdo esquematica da TIMP
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Nota: Estrutura tridimensional da TIMP com seus dominios N-terminal e C-terminal de interacao.
Fonte: Brew & Nagase, 2010.

Em condic@es fisioldgicas, no rim humano, as MMP-2 e a MMP-9 sdo produzidas por
células mesangiais, células endoteliais, e por células epiteliais tubulares, mas sempre em
baixos niveis. No entanto, essas MMPs desempenham um papel importantissimo na
progressdo da fibrose renal, por meio da inducdo da transicdo epitélio-mesenquimal (TEM)
das células tubulares, caracterizada pela diferenciacdo das células epiteliais tubulares em
células mesenquimais. Alguns autores mostraram que 0 aumento da expressdo de MMP-2 e
MMP-9 esté associado a inducdo da TEM, tanto em modelo in vitro com células epiteliais
tubulares cultivadas com o fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2), facilitador da TEM,
guanto em modelo in vivo em camundongos com nefropatia obstrutiva com elevado ativador
de plasminogénio tecidual (t-PA). Essas MMPs atuam clivando colageno tipo IV e laminina,
principais proteinas constituintes da membrana basal tubular, causando ruptura da membrana
basal, o que contribui para a TEM. Este processo de ruptura da membrana basal (figura 8)
permite que as células mesenquimais recém transformadas (fibroblasto) migrem e invadam o
espaco intersticial, contribuindo com a progressédo da fibrose por meio da deposicdo de

proteinas de matriz extracelular (Cheng et al., 2017; Nistico et al., 2012; Zhao, 2013).
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Figura 8 - Esquema representativo da formacao da transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM)

A Desenvolvimento da TEM

Nota: A- Desenvolvimento da TEM envolvendo todo o epitélio, a- células epiteliais que serdo submetidas a
transi¢do, b- degradagdo ou ruptura da membrana basal seguida de migracdo e morfogénese celular das
células epiteliais, c- a célula sofre deslocamento mesenquimal fenotipico. B- TEM patolégico, onde as
células transformadas promovem uma desorganizacdo e secretam proteinas de matriz.

Fonte: Nistico et al., 2012.

Estudos ja demonstraram a participacdo da MMP-9 na inducdo da TEM, e também
observaram que o aumento da MMP-9 induziu a TEM de células endoteliais glomerulares
humanas, mas 0s mecanismos permanecem desconhecidos (Zhao, 2013; Zhao et al., 2017).
Wang e colaboradores (2010) mostraram que a baixa expressao de MMP-9 em modelo de
obstrucédo ureteral em camundongos reduziu a TEM, diminuindo a fibrose renal (Wang et al.,
2010). Um recente trabalho de Zhao e colaboradores (2017) em modelo de obstrucédo ureteral
unilateral (OUU) em camundongos mostrou que a MMP-9 contribuiu para indugdo da TEM
das células endoteliais peritubulares, promovendo a progressdo da fibrose renal. Essa TEM
ocorre, normalmente, durante o desenvolvimento de orgdos, mas em condicdes patoldgicas
ocorrem desequilibrios em algumas proteinas no processo, tornando a TEM prejudicial para o
parenquima, como na fibrose cardiaca, pulmonar, renal e também na progressao do cancer a
metastase (Zhao et al., 2017).

Os macrofagos desempenham um papel importante na DRC e na fibrose renal, pois séo
grandes fontes de fatores de crescimento pro-fibroticos (TGF-B) e de enzimas proteoliticas
(MMPs). Os fatores de crescimento pro-fibroticos podem aumentar a populacdo de

miofibroblastos pela ativacdo dos fibroblastos ou pela inducédo da TEM de células tubulares, e
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as enzimas proteoliticas, especialmente a MMP-9, sdo as grandes responsaveis por induzir a
TEM. Esses dados sdo sustendados por um estudo realizado com macréfagos knockout para
MMP-9, onde se observou uma reducéo significativa da TEM de células tubulares mediada
pelos macréfagos, em comparagdo com macrofagos selvagens. Neste mesmo estudo mostrou
que houve dupla marcacdo para MMP-9 e macrofago e, outra dupla marcagdo para MMP-9 e
a-SMA entre os tubulos no rim no modelo de ratos com OUU, sugerindo o envolvimento na
transicdo (Zhao, 2013).

Em pacientes com nefropatia diabética foi observado um aumento das MMP-2, MMP-8
e MMP-9 no soro e na urina, sugerindo que exista uma correlacdo entre os niveis das MMPs,
principalmente a MMP-9, com o grau de albuminuria nos pacientes (Tashiro et al., 2004; Tan
& Liu, 2012) . Alguns estudos experimentais com modelo de nefropatia diabetica, em animais
com diabetes melitus tipo 2 induzida por dieta hiperlipidica, mostram que uma diminuicdo da
atividade das MMPs, particularmente MMP-2 e MMP-9, proporcionou melhora na leséo renal
(Rodriguez et al., 2006). Porém, outros estudos em modelo de diabetes tipo | induzida por
estreptozotocina em camundongos mostraram a associacdo do aumento da atividade da MMP-
9 com a melhora da leséo renal. Portanto, o envolvimento das MMPs no desenvolvimento de
patologias é bastante complexo, havendo sempre a necessidade de estudo dos mecanismos
relacionados ao processo (Tan & Liu, 2012).

O uso da terapia celular com células-tronco mesenquimais

Nos ultimos anos, a utilizacdo de células-tronco (CT) como terapia celular tem sido uma
estratégia promissora. A terapia consiste no transplante de novas células em tecidos
danificados, com o objetivo de tratamento para diversas doengas. Essas células possuem
habilidades de autorenovacdo e diferenciacdo em varios tipos celulares, tornando-se muito
atraentes para a terapia celular, podendo ser utilizada em casos de regeneracdo tecidual ou
para impedir a progresséo de determinadas doengas, como as doencas renais (Chung et al.,
2015; Da Silva et al., 2015; Liu et al., 2014; Lombardi et al., 2016).

As CT sdo células indiferenciadas que possuem capacidade de proliferacdo ilimitada e
podem dar origem a células especializadas ou ndo. Durante a divisdo celular das CT, cada
nova célula pode permanecer indiferenciada ou diferenciar-se em outro tipo celular com sua

funcdo especializada, como células musculares, eritrocitos e celulas do cerebro (Scadden,
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2014; Yamashita & Tumbar, 2014). As CT sdo classificadas quanto a sua plasticidade e
origem. Em relacdo a plasticidade, elas podem ser totipotentes, pluripotentes ou
multipotentes. As totipotentes sdo CT que originam todas as células do embrido e também os
anexos embrionarios, correspondente a celula-ovo (zigoto). As pluripotentes sdo células que
originam todos os tecidos dos trés folhetos embrionérios: ectoderma, mesoderma e
endoderma, denominadas de CT embrionarias. E as multipotentes sdo CT com capacidade de
diferenciacdo limitada, onde elas ja sdo pré-destinadas para uma linhagem celular, também
chamadas de CT adultas (Salvatori et al., 2014; Thakkar et al., 2017).

Outra categoria sdo as células-tronco adultas que foram reprogramadas a pluripoténcia de
forma artificial. Takahashi e Yamanaka, em 2006, foram 0s pioneiros em mostrar esta
reprogramacao, onde os fibroblastos de camundongo, células adultas (somatica), se
desdiferenciaram tornando-se CT de pluripoténcia induzida (iPSC), podendo ser via
transferéncia nuclear, fusdo celular ou pela manipulacdo genética. Esta reprogramacéo
permite a utilizacdo das células para descoberta de novos medicamentos, para estudos
patoldgicos e toxicologicos, para avaliacdo dos efeitos secundarios de drogas e para a
medicina regenerativa (Cao et al., 2014; Takahashi & Yamanaka, 2013).

Em relagdo a origem, as CT sédo classificadas em embrionarias e CT adultas. As CT
embrionarias sdo derivadas da massa celular interna dos blastocistos (embrioblasto) de
mamiferos, que se proliferam sempre preservando sua pluripoténcia, mesmo in vitro. Esta
descoberta trouxe novas perspectivas para a ciéncia, por aplicacdo em diferentes tecidos, pela
facilidade de obtencdo, possibilidade de congelamento e por sua expansao rapida, mantendo
seu caridtipo. Estas células sdo bastante promissoras para a medicina regenerativa,
estimulando a bioengenharia tecidual. Porém, por algumas questdes, como éticas, 0 uso tem
sido restrito e a aplicabilidade na clinica oferece riscos por haver chances de desenvolver
teratomas e de surgir alguma rejeicdo imunoldgica (Martello & Smith, 2014; Salvatori et al.,
2014; Wu & Izpisua Belmonte, 2015).

As CT adultas sdo muito estudadas e utilizadas em ensaios clinicos e na pesquisa bésica,
por serem facilmente obtidas em tecidos adulto de um doador. As CT adultas podem ser
encontradas distribuidas pelo organismo adulto em nichos de varios tecidos e érgdos, como
cérebro, sangue periférico, vasos sanguineos, musculo esquelético, pele, dentes, coragéo,
intestino, figado, epitélio do ovario, testiculos e medula 6ssea. Acredita-se que tenha um papel
importante no mecanismo de reparo tecidual onde residem. Estas células promovem a
manutencdo da homeostase do tecido e substitui as células mortas por envelhecimento, leséo

ou doenca, seguindo os limites de regeneracdo de cada tecido. As CT adultas sdo celulas
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multipotentes, como exemplo, as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco
mesenquimais (CTM), encontradas na medula 6ssea (Rezza et al., 2014; Wang et al., 2014).

Células-tronco da medula 6ssea

A medula dssea (MO) apresenta-se como um o6rgdo difuso, muito ativo por produzir
bilhGes de células por dia, no processo de hematopoese, de acordo com a necessidade do
organismo. A MO encontra-se no canal medular dos 0ssos longos e nas cavidades dos 0ss0s
esponjosos. E distinguida em medula 6ssea vermelha, regido rica em eritrocitos e responsavel
por producdo das células sanguineas e, medula 6ssea amarela, onde é rico em adipdcitos,
responsavel por armazenar energia, possui funcdo endocrina, atua no metabolismo 0sseo e na
regulacdo do crescimento. A MO é composta por células reticulares associadas as fibras
reticulares, formando uma rede, percorrida por varios capilares sinusoides. Entre essas células
reticulares encontram-se diferentes tipos celulares, como macrofagos, células adiposas,
células precursoras dos eritrocitos, granulécitos, mondcitos, plaquetas e células-tronco
indiferenciadas. As populagdes de células-tronco encontradas na MO sdo as células-tronco
hematopoiéticas (CTH), responsaveis por toda a producédo de células sanguineas das linhagens
mieloide e linfoide, e as células-tronco mesenquimais (CTM), responsaveis pela formacéo do
estroma da MO, promovendo a homeostasia da medula, regulando a hematopoese (figura 9)
(Cuende et al., 2012; Junqueira & Carneiro, 2017; Méndez-Ferrer et al., 2010; Morrison &
Scadden, 2014; Wang et al., 2018).

As CTH sdo multipotentes, possuem um alto potencial de proliferacdo e auto renovacao,
permitindo a manutencdo da populacdo de CTH em cada individuo (Ding & Morrison, 2013;
Tamplin et al., 2016). As CTH apresentam algumas moléculas de superficie que sdo utilizadas
como marcadores para sua identificagdo. Em humanos, sdo expressos CD34, Sca-1, c-kit
(CD117) e, em ratos e camundongos, sdo expressos CD34-/+, c-kit, CD133 (Calloni et al.,
2013).

As CTH ja sdo muito utilizadas na terapia celular alogénica para diversos tratamentos de
doengas como: leucemias e linfomas, desordens sanguineas hereditarias, para recuperagédo da
medula pds-quimioterapia e sindromes de imunodeficiéncia (Wei et al., 2013). Porém, no
tratamento de doencas ndo hematoldgicas, as CTH sdo utilizadas em terapias como um dos
componentes da fracdo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) (Beiral et al.,
2014; Reinders et al., 2014; Zanirati et al., 2015).
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Figura 9 - Esquema representativo de células da medula dssea e seus derivados
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Nota: Na medula 6ssea encontramos CTH, que formam todas as células das linhagens mieloide e linfoide, e
CTM (estromais), que formam o estroma da MO para dar o suporte e também se diferenciam em outras
linhagens mesodérmica, como osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas.

Fonte: NIH, 2012.

Células-tronco mesenquimais

Inicialmente, as células-tronco mesenquimais (CTM) foram identificadas pelo grupo do
Freidenstein e colaboradores (1976), que mostraram uma populacdo de células-tronco no
estroma da MO com capacidade de se diferenciar em outras células do mesénquima. Nesta
pesquisa, foi observado que as celulas aderentes apresentavam aparéncia heterogénea, mas
apos algumas passagens enzimaticas, apresentavam-se morfologicamente mais homogéneas,
delgadas, semelhantes a fibroblastos. Desta forma, varios estudos mostraram que as células-
tronco aderentes do estroma de MO, atualmente chamadas de CTM, possuem a capacidade de
originar varias linhagens celulares, incluindo ostedcitos, condrdcitos e adipécitos (Bianco,
2014; Dah-Ching Ding & Lin, 2011; Keating, 2012; Spees et al., 2016).

Na tentativa de diminuir a variagdo e uniformizar a terminologia dos achados cientificos
em relacdo as células estromais aderentes de MO, o Comité de Células-Tronco Mesenquimais
e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) estabeleceu critérios

minimos para definir as CTM humanas. Primeiro, as CTM devem ser aderentes ao plastico de
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cultura (aderentes ao substrato), quando mantidas em condic¢Oes padrdo de cultivo in vitro.
Segundo, as CTM possuem expressdo positiva de antigenos especificos de superficie CD105,
CD73 e CD90, e auséncia de expressao de CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19.
E, terceiro, as CTM in vitro possuem a capacidade de se diferenciar em osteoblasto, adipdcito
e condroblasto (Dominici et al., 2006; Mizukami & Swiech, 2018).

As CTM obtidas da MO possuem grande potencial para aplicacdo em terapias celulares e
tem a capacidade de exercer um efeito terapéutico em uma ampla gama de doencas. Por sua
habilidade imunomodulatoria, podem promover mudancga no curso pro-inflamatorio da leséo.
Tem sido demonstrado um grande potencial para uso clinico das CTM, devido ao facil
isolamento (aderéncia ao plastico de cultura) e por serem facilmente expandidas in vitro, sem
que haja perda de fenotipo ou da capacidade de diferenciacdo. Além disso, outras
propriedades tornam viaveis a sua utilizacdo, como a sua baixa imunogenicidade, devido a
auséncia de expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe 1l e de
moléculas co-estimulatdrias em sua superficie. E também devido a auséncia das controvérsias
éticas, e pelo seu potencial de se diferenciar em outros tipos celulares (Ankrum & Karp, 2010;
Mizukami & Swiech, 2018; Wise & Ricardo, 2012).

Terapia com Células-Tronco Mesenquimais

As CTM possuem a capacidade de migrar para regides lesionadas, estimulando a
investigacao destas células para utilizacdo na terapia celular. Para promover o reparo renal, as
CTM atuam de diversos mecanismos, como incorporacdo destas células no tecido lesionado,
diferenciacdo celular, fusdo com células diferenciadas do tecido, estimulagdo enddgena das
CT residentes e secrecdo de fatores de crescimento e citocinas por acdo paracrina e/ou
enddcrina (Asanuma et al., 2010; Spees et al., 2016). Porém, evidéncias crescentes tém
mostrado que os efeitos benéficos das CTM mais promissores na reparagdo e regeneragdo
tecidual se baseiam na agdo parécrina. As CTM atuam de forma paracrina secretando fatores
de crescimento, citocinas, quimiocinas, RNA mensageiro (RNAmM) e microRNA que
modulam as interacdes no microambiente e promovem a regeneracdo tecidual. O efeito
paracrino € mediado por vesiculas extracelulares (VE) liberadas pelas CTM, que sédo
pequenos fragmentos esféricos de membrana chamados de exossomos e microvesiculas. Os

exossomos surgem de forma endocitica e sdo liberados pelas células por meio da fusdo da
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membrana plasmatica, e podem medir cerca de 30 a 120nm, j& as microvesiculas sdo liberadas
pelas células conforme o influxo de célcio e a reorganizagdo do citoesqueleto, medindo cerca
de 100nm a 1um (figura 10). Estes fatores secretados pelas CTM podem inibir a apoptose,
estimular a proliferacdo celular, promover a vascularizacdo e modular a resposta imune. Um
estudo mostrou que o meio condicionado obtido a partir de uma cultura de CTM e utilizado
para transplante, estimulou a migracdo celular, a proliferacdo das células epiteliais e reducao
da apoptose das células do tdbulo proximal, restaurando a funcdo renal nos ratos com
nefrectomia 5/6 (Abreu et al., 2016; Nargesi et al., 2017; Van Koppen et al., 2012).

Figura 10 - Esquema representativo das células-tronco mesenquimais liberando as vesiculas
extracelulares
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Nota: Esquema de uma célula-tronco mesenquimal liberando microvesiculas por influxo de calcio e
reorganizacdo do citoesqueleto e os exossomos liberados de forma endocitica. No esquema mostra que
dentro das microvesiculas e dos exossomos contém substancias atuantes como, proteinas, microRNA e
RNAmM. MVB- corpos multivesicular.

Fonte: Adaptado de Abreu et al., 2016.

Além das CTM liberarem fatores de crescimento, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatécito (HGF), fator de crescimento semelhante
a insulina-1 (IGF-1), os quais, respectivamente, estimulam a angiogénese, mitogénese e
proliferacdo celular, estas células também promovem a inibicdo da liberacdo de citocinas pré-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon gama (INF-y) e
interleucina 1 alfa (IL-1a) (Borges et al., 2018; Kasten et al., 2012; Wise & Ricardo, 2012).

Alguns estudos experimentais em diferentes modelos de doenca renal mostraram que o
tratamento utilizando as CTM foram capazes de reverter os danos renais, tanto na fase aguda
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quanto na fase cronica da doenga. Mostrando que esses efeitos benéficos foram associados
com 0 mecanismo de acdo paracrina destas células, e ndo com a diferenciacdo em células
renais (Morigi & De Coppi, 2014; Verdoorn et al., 2010). Em modelo de nefrectomia 5/6 em
ratos foi observado reducéo da fibrose intersticial, da proteiniria e da creatinina sérica apds o
transplante de CTM na regido subcapsular renal (Cavaglieri et al., 2009). Outro estudo, em
modelo de obstrucdo ureteral unilateral (OUU) em ratos foi observado melhora na progressao
da fibrose, na apoptose, na inflamacdo e na proliferacdo celular ap6s o transplante de CTM
administrada pela veia cava abdominal (Da Silva et al., 2015). Oliveira-Sales e colaboradores
(2013) observaram o transplante de CTM promoveu melhora na fungéo renal, redugdo das
citocinas pro-inflamatorias e aumento da citocina anti-inflamatéria no rim de ratos com
hipertensdo renovascular (Oliveira-Sales et al., 2013). Recentemente, 0 N0sso grupo mostrou
que apos o transplante de CTM de medula dssea ocorreu restauracdo da expressdo e atividade
da Na"K*ATPase, reducéo da fibrose e da apoptose e aumento da proliferacdo celular no rim
de ratos com hipertensdo renovascular em modelo 2R1C (Lira et al., 2017). Portanto, esses
resultados mostram que as CTM sdo capazes de promover efeitos terapéuticos mediados pelos
fatores secretados, como citocinas e fatores de crescimento, que auxiliam na criacdo de um
microambiente apropriado para promover o reparo da lesdo, pela estimulacdo
parécrina/enddcrina (Borges et al., 2018; Lindoso et al., 2014; Van Koppen et al., 2012; Wise
& Ricardo, 2012).

De acordo com o site ClinicalTrials.gov (2018) existem 24 ensaios clinicos envolvendo a
terapia com CTM em doencas renais, como nefropatia diabética, glomeruloesclerose focal e
segmentar, lGpus eritematoso sistémico e no transplante renal. Em um estudo com pacientes
com doenga renal policistica observou-se redugdo dos niveis séricos de creatinina ap6s o
transplante autélogo de CTM de medula 6ssea depois de 12 meses de acompanhamento, sem
efeitos adversos. Em um ensaio randomizado em pacientes com nefropatia diabética
observou-se melhora na taxa de filtracdo glomerular (TFG) ap0s trés meses de tratamento
alogénico com CTM. Outro estudo mostrou que o transplante intra-arterial de CTM aut6logas
em pacientes com doenga renovascular permitiu o aumento da perfusédo cortical e do fluxo
sanguineo renal e uma reducdo da hipoxia do tecido renal (Borges et al., 2018; Nargesi et al.,
2017).

A capacidade das CTM de controlar o microambiente na lesdo, promovendo a
regeneracdo tecidual e recuperagdo da funcgéo, torna-se um grande interesse do avango das
pesquisas em diferentes modelos experimentais de lesdo renal aguda e cronica (Sedrakyan et
al., 2012; Verdoorn et al., 2010; Villanueva et al., 2011; Zhu et al., 2013). Porém, as vias de
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administracdo destas células necessitam de padronizacdo, pois a rota de entrega pode
influenciar a migracdo e o destino final das CTM transplantadas. Recentemente, 0 nosso
grupo observou presenca das CTM GFP* com maior frequéncia na regido medular renal,
préximo ao infiltrado de células inflamatorias e nas regides de fibrose, comparado ao cortex
renal apds o transplante na regido subcapsular renal em ratos com hipertensdo renovascular.
Portanto, foi sugerido que este transplante na regido subcapsular permitiu um maior nimero
de células no local da lesdo para interagir por mais tempo com as células renais lesionadas,
sintetizando e liberando fatores paracrinos, ocorrendo a restruturacdo do parénquima renal e o
restabelecimento da funcéo renal (Lira et al., 2017).

Neste trabalho, utilizamos o transplante das CTM de medula 6ssea na regido subcapsular
para permitir um maior nimero de células no local da lesdo, sem que haja necessidade de um
estimulo local para migracdo das mesmas, como ocorre na via sistémica. Dados da literatura
mostraram que a terapia celular contribui significativamente para restauracdo da morfologia e
da funcdo renal em doencgas renais. E esta restauracdo se deve ao remodelamento do
parénquima renal, mas alguns mecanismos dos efeitos das CTM precisam ser melhor

esclarecidos, na tentativa de impedir a progressdo da fibrose na DRC.
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar os efeitos do transplante de células-tronco mesenquimais de medula dssea na

regido subcapsular renal sobre o balanco das MMPs e TIMPs no rim de ratos com

hipertensdo renovascular.

1.2 Especificos

a)

b)

d)

f)

9)

Avaliar o efeito do transplante no controle da pressdo arterial dos animais;

Avaliar o efeito da terapia na funcdo renal através da analise bioquimica de proteinas

totais, creatinina e ureia séricas e proteindria;

Analisar o efeito do transplante das CTM na morfologia do parénquima renal através

da coloracdo histoldgica de rotina Hematoxilina-Eosina;

Analisar o efeito da terapia com CTM na fibrose no parénquima renal através da
coloracdo de Picro Sirius Red (PSR);

Estudar a melhora dos efeitos das CTM na integridade da membrana basal no

parénquima renal através da coloracdo de Acido Periédico-Schiff (PAS);

Estudar os efeitos do transplante de CTM nos marcadores inflamatérios pela expressdo
de CD68 (macrdfago), TNF-a, IL-10 e o marcador fibrético pela a-SMA (alfa actina

de musculo liso), no parénguima renal, por imuno-histoquimica;

Analisar os efeitos da terapia com CTM no processo inflamatorio e no remodelamento
renal pela expresséo de TNF-a, TGF-p, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2, por

western blotting.



41

2. MATERIAL E METODOS

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/062/2012). Todos os experimentos utilizados com animais seguiram a
regulamentacdo (Marques et al., 2009).

Os ratos Wistar, utilizados neste trabalho, foram mantidos no biotério do Departamento
de Histologia e Embriologia (IBRAG/UERJ), sob condic¢des padrdo de temperatura (21+1°C)
e umidade controlada (60£10%), com ciclo de claro e escuro de 12/12h e exaustdo de ar a
cada 15 min/hora. Os animais foram alimentados com rag&o padréo balanceada (NUVILAB®,

Brasil) e agua filtrada, ambos ad libitum.

2.2 Grupos experimentais

Ratos Wistar machos, com cerca de 2 meses de idade, foram divididos em 3 grupos
experimentais. Na semana 0, foi realizada a cirurgia de clipagem da artéria renal esquerda
para inducdo da hipertensdo renovascular. Apés 4 semanas da cirurgia de clipagem, os
animais foram submetidos a um unico transplante de CTM, na regido subcapsular do rim

esquerdo.

Grupos experimentais (n=6 em cada grupo):

Grupo Sham: animais controle, submetidos ao estresse da cirurgia, mas sem a colocagao do
clipe de prata na artéria renal esquerda, eutanasiados apds 6 semanas.

Grupo 2RI1C: animais submetidos a cirurgia com a colocacdo do clipe na artéria renal
esquerda, eutanasiados ap0s 6 semanas.

Grupo 2R1C+CTM: animais submetidos a cirurgia de clipagem da artéria renal esquerda,

transplantados com CTM e eutanasiados ap0s 6 semanas.
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Figura 11 - Desenho experimental
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2.3 Inducéo da hipertenséo renovascular

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no Departamento de Histologia
e Embriologia (IBRAG/UERJ). Neste trabalho foi aplicado o modelo de hipertensdo
renovascular descrito por Goldblatt -2R1C (Goldblatt et al., 1934). Ratos machos Wistar com
cerca de 2 meses de idade foram anestesiados com Xilazina (Anasedan — 5 mg/kg) e Cetamina
(Virbac — 100 mg/kg) por via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada uma inciséo cirurgica
no abdome do animal para localizar e dissociar a artéria renal esquerda do tecido conjuntivo e
da veia renal. Posteriormente, foi colocado um clipe de prata com cerca de 0,2 mm de
abertura (Figura 12), para induzir a oclusdo parcial da artéria renal esquerda. Esta oclusdo
permite a reducdo do fluxo renal em aproximadamente de 50% (Campos et al., 2015), assim
promovendo uma condi¢do fundamental para desenvolver a hipertensdo renovascular. Os
animais do grupo sham foram submetidos ao procedimento cirdrgico, porém, sem oclusao

parcial da artéria renal.
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Figura 12 - Cirurgia para inducdo da hipertensdo renovascular em ratos

>

O

i

-
»
4

W

l
|

Nota: A- Tamanho do clipe de prata com abertura de 0,2 mm, B- cirurgia de clipagem. Observa-se cirurgia com
a implantacdo do clipe de prata na artéria renal esquerda.
Fonte: A autora, 2019.

2.4 Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais de medula éssea

As células-tronco mesenquimais (CTM) de medula 6ssea foram obtidas a partir dos
fémures e tibias de ratos machos Wistar com cerca de 2 meses de idade, eutanasiados em
camara de CO,. Em seguida, foi realizada a assepsia nos membros inferiores com alcool 70%
e, entdo, utilizando-se pinga e uma tesoura estéreis, a pele e os tecidos musculares no entorno
do fémur e da tibia foram dissociados.

Na cadmara de fluxo laminar, os fémures e as tibias foram colocados em placas de petri
contendo PBS (tampéo fosfato salino) para dissecacdo dos musculos e tenddes. Entéo, as
epifises dsseas foram cortadas para a exposicdo do contetdo medular. As diafises foram
colocadas no interior de uma ponteira de 1000 UL, e esta, por sua vez, colocada dentro de um
tubo falcon de 15 mL estéril. O material foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C. O
conteddo medular foi resuspendido em PBS e novamente centrifugado por 1500 rpm a 5
minutos & 4°C. Os fragmentos 0sseos e 0 sobrenadante foram descartados e o pellet do
estroma medular foi ressuspendido em 4 mL de DMEM (Meio Eagle modificado por
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Dulbecco, Sigma-Aldrich, pH 7.2) sem soro e sem antibidtico e, entdo, adicionado
delicadamente sobre 4 mL de Ficoll (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich) no tubo falcon de 15
mL. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos a centrifugacdo, na interface Ficoll e meio de cultura foi formado um anel de
células mononucleares de medula 6ssea (CMMO), o qual foi coletado para um tubo falcon de
15 mL. Logo, as células foram ressuspendidas em 10 mL de PBS e centrifugadas a 1500 rpm
por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e esse processo de lavagem foi repetido
por mais duas vezes até que o Ficoll fosse retirado totalmente (Lira et al., 2017). Em seguida,
as células foram ressuspendidas em DMEM completo (DMEM + 20% de soro fetal bovino
(SFB) + antibidticos [1% penicilina, garamicina e estreptomicina — Gibco] + 1% anfotericina
B), plaqueadas em garrafas de cultivo de 25 cm? e mantidas em incubadoras a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, (Figura 13). Ap6s 48 horas do plaqueamento, as células nédo
aderentes foram retiradas e o meio de cultura foi renovado de 2 a 3 vezes por semana. Quando
as CTM atingiram 80% de confluéncia, foram tripsinizadas com tripsina 0,25% e EDTA 0,2%
(sal dissodico/ Sigma-Aldrich) e replaqueadas, caracterizando a primeira passagem (P1). Esse
processo foi repetido até a terceira passagem (P3), onde as CTM estdo no seu estado de maior

rendimento e mais purificadas (figura 13).



Figura 13 - Isolamento de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea de ratos
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Nota: A- Retirada do fémur e da tibia. B- Dissecacdo do musculo. C- Retirada das epifises expondo o canal
medular. Em seguida, foi realizado uma série de centrifugacdes obtendo o anel de células mononucleares
de medula dssea (CMMO) plaqueadas em garrafas de cultura com DMEM completo.

Fonte: A autora, 2019.
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2.5 Inducédo da diferenciacéo das células-tronco mesenquimais para caracterizagéo

Para caracterizacdo das CTM as células em P3 foram induzidas a diferenciacdo em
linhagem adipogénica (Dominici et al., 2006; Mizukami & Swiech, 2018). As células foram
plagueadas em uma densidade de 10° por poco e mantidas com meio DMEM completo
(DMEM + SFB 20% + 1% de penicilina, garamicina e estreptomicina + 1% anfotericina B) a
37°C, em atmosfera com 5% de CO,, até atingir 80% de confluéncia. Em seguida, as células
foram mantidas em meio de manutengdo composto por DMEM com 10% SBF, 1% de
penicilina, estreptomicina, guaramicina e anfotericina B, 2,5 pg/ mL de insulina bovina, 100
nM de dexametasona (Sigma-Aldrich). Para induzir a diferenciacdo em linhagem
adipogénica, foi acrescentado ao meio de manutencdo 100 UM de indometacina e 5 UM de
rosiglitazona (Sigma-Aldrich). Desta forma, as células foram cultivadas por 3 dias no meio de
inducdo e, em seguida, substituido pelo meio de manutencao por 24 horas, finalizando com 3
ciclos de troca de meios (18 dias). Apos o termino dos ciclos, as células foram mantidas em
meio de manutencdo por 5 dias e, entdo, fixadas com paraformoldeido 4% por 1 hora e
coradas com Oil Red por 5 minutos, para evidenciar vactolos de gordura dos adipdcitos. As
células foram lavadas e coradas com hematoxilina por 30 segundos e, entdo, observadas ao

microscopio de luz.

2.6 Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais por citometria de fluxo

Apbs as CTM atingirem 90% de confluéncia na terceira passagem, foram tripsinizadas
utilizando tripsina-EDTA 0,25%. As células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL de PBS. Este processo foi
realizado trés vezes e o pellet de células ressuspendido em PBS gelado. Cerca de 10° células
ressuspendidas em 100 pL foram incubadas com anticorpos anti-CD105-PE (Abcam) e anti-
cKIT-APC (Abcam), em dilui¢do 1:20, por 30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apds a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e a anélise da fluorescéncia foi
realizada no citémetro de fluxo (BD Accuri, BD Biosciences). As anélises dos resultados
foram realizadas pelo software BD CSampler.
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2.7 Transplante das CTM na regido subcapsular do rim

As CTM em P3 foram incubadas com Accutase (Sigma-Aldrich) por 5 minutos a 37°C
para a remocdo das garrafas de cultura. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1500
rpm por 5 minutos a 4°C, lavadas 2 vezes com PBS e contadas na cadmara de Neubauer.
Seringas de 1 ml foram preparadas com 1x10° células diluidas em 0,5 mL de PBS gelado.

Os ratos do grupo 2R1C+CTM, ap6s 4 semanas da cirurgia de clipagem, foram
anestesiados com Xilazina (5 mg/kg) e Cetamina (100 mg/kg) intraperitoneal e as células

foram injetadas na regido subcapsular do rim (Figura 14).

Figura 14 - Transplante das CTM na regido subcapsular renal dos animais do grupo
2R1C+CTM.

Transplante CTM

Nota: RE- rim esquerdo. Observa-se formacdo de uma bolha acima do rim esquerdo no momento da injecéo,
referente as células (circulo preto) que serdo absorvidas pelo parénquima renal.
Fonte: A autora, 2019

2.8 Pressao arterial

A afericdo da pressdo arterial sistélica (mmHg) dos animais foi realizada pelo método

ndo invasivo de pletismografia de cauda (Letica LE 5100 — Pantalab ®, Espanha). Este
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procedimento consiste em oclusdo da artéria da cauda com auxilio de um pequeno “cuff”,
além de um sensor que também é colocado na cauda do animal. Este sensor detecta a pulsacdo
arterial e envia o sinal para um conversor analogico digital. A afericdo da presséo arterial foi
realizada semanalmente, dando o inicio na semana anterior a cirurgia da clipagem da arterial
renal esquerda (2R1C, 2R1C+CTM) e anterior a cirurgia de estresse nos animais Sham até a
semana 6, onde ocorreu a eutandsia dos animais. Foram realizadas cinco medicOes repetidas
para cada animal dos diferentes grupos experimentais, com intuito de obter uma média final
dos valores.

Para evitar que houvesse influéncia do estresse induzido pela manipulagio do animal no
periodo da afericdo da pressdo arterial, os animais foram adaptados previamente por duas

semanas antes do inicio do periodo experimental.

2.9 Dosagem bioguimica sérica e urinaria

Na ultima semana experimental, os animais foram colocados individualmente em gaiolas
metabdlicas para coleta de urina de 24h, com livre acesso a agua filtrada e racdo. Apos a
coleta, a urina foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos e congelada para analise posterior.
No mesmo dia, os animais foram anestesiados com Xilazina (5mg/kg) e Cetamina
(100mg/kg) intraperitonealmente. As amostras de sangue foram obtidas pela puncéo cardiaca
e adicionadas em tubo falcon com heparina (anticoagulante). Logo apds, as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente, o plasma foi retirado e
acondicionadoa  -20°C para anélise bioquimica posterior.

A fim de avaliar a funcdo renal, foram analisados 0s niveis séricos de creatinina, uréia e

proteinas totais e o nivel urinario de proteinas.

2.10 Quantificacdo da creatinina e da ureia no plasma

As concentragOes séricas da ureia e da creatinina foram dosadas pelo kit comercial da
Bioclin (Ureia cinética — KO056 e Creatinina cinética — KO067) para leitura no
espectrofotometro (A25, BioSystems) em 340nm e 510nm, respectivamente, aos 30 e 90

segundos.
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A técnica da quantificacdo da ureia se baseia na oxidacdo de NADH por NAD". Durante
a reacdo, a reducdo da absorbancia é proporcional a concentracdo de ureia na amostra. A
partir dos valores de absorbancia de cada amostra, calculamos o valor da ureia no plasma de

acordo com a férmula abaixo:

AA do Padrdo = Abs. 90 segundos - Abs 30 segundos
ou daAmostra

Uréia (mo/dl) = AAdaAmostra » 70
AAdo Padrao

No caso da creatinina, a técnica estd baseada na reacdo da creatinina com o picrato
alcalino em meio tamponado, surgindo um cromdgeno cuja absorbancia é proporcional a
concentracdo de creatinina na amostra. A partir dos valores de absorbancia de cada amostra,

calculamos o valor da creatinina sérica de acordo com a formula abaixo:

M8 do Padrdo = Abs 90 segundos - Abs. 30 segundos
ou daAmastra

& A da Amostrax Concentrag 8o
Creatinina = do Padrdo (3rnordld
oL A8 do Padrio

Os dados foram utilizados para construcdo dos graficos de concentracdo da ureia e creatinina

pelo software Graph Pad Prisma 6.0.

2.11 Quantificacdo das proteinas totais plasmatica e urinaria

As concentracBes das proteinas totais séricas e da urina de 24 horas foram realizadas
com o uso dos Kkits comerciais da Bioclin (Proteinas totais - KO31 e Bioprot U/LCR — K108)
para leitura no espectrofotdmetro (A25, BioSystems) em 545nm e 600nm, respectivamente.

A quantificacdo das proteinas séricas totais foi realizada pelo metodo de biureto, onde ha
uma reacdo entre as ligacOes peptidicas das proteinas com os ions cupricos, em pH alcalino,
surgindo um complexo de cor violeta, sendo proporcional a concentracdo de proteinas na
amostra.

Ja a quantificacdo das proteinas presentes na urina ocorre com a reagcao com vermelho de

Pirogalol e o Molibdato, surgindo um complexo de cor vermelha, sendo a intensidade de cor
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formada diretamente proporcional a concentracdo de proteina na amostra. A partir dos valores
de absorbéncia de cada amostra, calculamos os valores das proteinas totais séricas e urinaria

de acordo com as formulas abaixo:

Determinagdo da concentra¢do de proteinas totais no plasma:

Froteinas Totais (gfdL) = Absorbdncia da Amostra x4
Absorbéncia do Padréo

Determinagdo da concentragdo de proteinas totais na urina:

Proteina (ma/dl) = Absorbdncia daAmosira » BS

Ahsorbdncia do Padréo

Os dados foram utilizados para construcdo dos graficos de concentracdo das proteinas totais

plasmatica e urinaria pelo software Graph Pad Prisma 6.0.

2.12 Processamento do tecido renal para analise na microscopia de luz

Apdbs os animais serem eutanasiados, na semana 6, os rins foram coletados e fixados em
formol 10% tamponado por 3 dias, em seguida, foram lavados em agua corrente por 1h e
desidratados em alcool 70% “overnight”. No outro dia, foi dado continuidade ao
procedimento de desidratacdo em alcool a 90% e dois banhos em alcool 100%, por 1h cada. A
clarificacdo foi realizada em duas séries de xilol por 30 minutos cada, seguida de imersdo em
dois banhos de parafina por 40 minutos cada e, finalmente, a inclusdo em parafina. Apés a
microtomia dos blocos, os cortes de 5 um foram aderidos em laminas silanizadas.

Posteriormente, as laminas com 0s cortes permaneceram na estufa a 58°C por 5 minutos,
depois foram desparafinizadas por 3 banhos de xilol por 3 minutos, reidratadas por
concentracdes decrescente de alcool (100%, 90%, 70%) durante 3 minutos cada. Em seguida,
as laminas foram coradas por Hematoxilina e Eosina, desidratadas com concentragdes
crescente de alcool (70%, 90%, 100%), clarificadas com 3 banhos em xilol por 2 minutos
cada. As laminas foram montadas com entelan e analisadas ao microscopio de luz para
verificacdo de alteracfes histologicas. As imagens foram capturadas ao microscopio de luz

pelo software Image-Pro Plus 7.0.
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2.13 Analise qualitativa e quantitativa de coldgeno por Picro Sirius Red

Para analise de deposito de colageno, as laminas contendo os cortes histologicos foram
colocadas na estufa a 60°C por 30 minutos. Em seguida, essas laminas foram desparafinizadas
e clarificadas em 3 banhos de xilol, hidratadas em banhos seguidos de concentragdes
decrescente de alcool (100%, 90%, 70%) durante 2 minutos cada. Os cortes foram corados
com Picro Sirius Red (solucdo de 0,1% de Direct Red 80, Sigma-Aldrich) por 1 hora,
banhados em solugdo de HCI 0,1N por 2 minutos e lavados com agua destilada. Em seguida,
o0 tecido foi contracorado com hematoxilina e desidratado com concentragdes crescente de
alcool (70%, 90%, 100%) por 3 minutos cada. Por fim, os cortes foram clarificados com 3
banhos de xilol e montadas com entellan (Merck).

Para quantificagdo do colageno por Picro Sirius Red, foram necessérias trés laminas de
cada animal. As &reas coradas em vermelho nas imagens, consideradas como fibrose pelo
acumulo excessivo de colageno, foram capturadas ao microscépio de luz com objetiva de 40x
(8 campos aleatorios de cada lamina, total de 120 campos analisados por grupo experimental).
A quantificacdo foi realizada pelo software Image-Pro Plus 7.0 e a anélise estatistica pelo
programa Graph Pad Prisma 5. Os resultados foram expressos por porcentagem de area
corada. As imagens também foram capturadas ao microscopio de luz polarizada, com

finalidade de confirmar o deposito de colageno.

2.14 Coloracdo de PAS (Acido Periddico-Schiff)

Para verificar a integridade da membrana basal, os cortes histolégicos foram colocados
na estufa a 60°C por 5 minutos e, em seguida, submetidos a desparafinagdo com 3 banhos de
xilol e hidratadas com 3 banhos de alcool com concentracdo decrescente (100%, 90%, 70%)
por 2 minutos cada. Os cortes foram imersos em solu¢do de acido periddico a 5% por 5
minutos e, posteriormente, lavados com agua destilada. Em seguida, os cortes foram corados
com o Reativo de Schiff durante 10 minutos. Estes cortes foram lavados em agua corrente e
com agua destilada e, em seguida, os ndcleos das células foram corados com hematoxilina por

40 segundos e lavados com &gua destilada. Logo, os cortes foram desidratados com
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concentracdo crescente de alcool (70%, 90%, 100%) e clarificados com 3 banhos de xilol e as

laminas foram montadas com entellan (Merk).

2.15 Imunohistoquimica

Inicialmente, as ldaminas com os cortes de rim foram colocadas na estufa a 60°C por 5
minutos. Em seguida, os cortes sofreram desparafinacdo por 3 banhos seguidos de xilol e
hidratagcdo por concentracfes decrescente de alcool (100%, 90%, 70%) por 2 minutos cada.
As laminas foram lavadas com agua destilada e, na cdmara Umida, os cortes foram incubados
com peroxido de hidrogénio por 15 minutos, no intuito de esgotar a peroxidase endégena. Os
cortes foram lavados com PBS (pH 7,6) trés vezes e, a seguir, incubados com tampéo citrato,
pH 6,0 a 60°C, por 20 minutos, para promover a recuperagdo dos sitios antigénicos. Depois de
trés lavagens com PBS (pH 7,6), os cortes foram incubados com blogueio 2,5% (Kit-Vector)
por 20 minutos, com objetivo de bloquear reacGes inespecificas com o anticorpo primario. Na
sequéncia, os cortes foram incubados com o anticorpo primario policlonal de interesse - anti-
CD68 (1:200, Biogenesis), anti-aSMA (1:200, Biorbyt), anti-IL-10 (1:100, Biorbyt) e anti-
TNF-a (1:100, Santa Cruz), diluido em PBS/BSA 1% overnight.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas com PBS (pH 7,6) e incubadas com anticorpo
secundario biotinilado por 10 minutos e depois lavadas. Os cortes foram incubados com
estreptavidina-peroxidase por 5 minutos e lavados com PBS e, em seguida, incubados com
DAB por um periodo de exposi¢do de 40-60 segundos e lavados novamente em &gua destilada
por 2 minutos. Para corar os nucleos das células, as laminas foram coradas pela hematoxilina
e, a seguir, foram desidratadas com concentra¢fes crescentes de alcool (70%, 90%, 100%),
clarificadas com 3 banhos de xilol e montadas com entellan (Merk).

As quantificacbes das imagens das marcacdes de CD68 (macrofago) e de a-SMA
(miofibroblasto) foram obtidas por meio de contagem de pontos de area marcada de cor
castanho (pixels/ pm?) com objetiva de 40x (cinco laminas de cada grupo experimental e vinte
campos aleatérios de cada lamina, totalizando 100 campos analisados por grupo). As imagens
foram capturadas ao microscopio de luz e a quantificacdo foi realizada pelo software Image-
Pro Plus 7.0. A andlise estatistica foi pelo programa Graph Pad Prisma 5.
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2.16 Western Blotting

Fragmentos de rim (100 mg) dos grupos experimentais foram lisados em tampéo de Lise
contendo 1% de triton x-100, Tris 50mM (pH 7.,4), pirosfosfato de sddio, cloreto de sodio
150mM, 0,1% SDS, fluoreto de sédio 50 mM, ortovanadato de sédio 1mM e 1ug/mL de
coquetel inibidor de protease (Roche). Os fragmentos foram homogeneizados no aparelho
turrax (lka-Labortechnik) e, apds centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 min, a 4°C, o0s
sobrenadantes foram coletados. As concentrac@es protéicas 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 tampdo de amostra (Tris-HCI 50mM, pH 6,8. SDS 1%, 2-
mecaptoetanol 5%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,001%) adicionado para desnaturar as
proteinas a uma temperatura de 100 °C por 5 minutos. Até no momento da analise, as
amostras foram mantidas a -20°C.

As proteinas totais (40ug para as analises de MMP-2, MMP-9 e 100ug para as analises
de TIMP-1, TIMP-2, TGF-B, TNFa) foram separadas em gel de poliacrilamida a 10% e 12%,
respectivamente por 1h a 150V. O padrdo de peso molecular correu em paralelo a separacéo
das proteinas por eletroforese para estimar o peso molecular da amostra (GE Healthcare).

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Bio-Rad) por
1h a 15V, utilizando o sistema semidry (Bio-Rad). Apo6s a transferéncia, as membranas foram
bloqueadas por 1h com leite Molico a 5% em Tween-TBS (Tris-HCI 20mM, pH 7,5, NaCl
0,5mM, Tween-20 0,05%). Logo a seguir, as membranas foram incubadas overnight com
anticorpo primario policlonal anti- MMP-2 (rabbit - 1:500), anti-MMP-9 (rabbit — 1:500),
anti- TIMP-1 (goat — 1:500), anti- TIMP-2 (goat — 1:500), anti-TNF-a (goat- 1:200), anti-
TGF-p (rabbit — 1:200), e anti- B-actina (rabbit — 1:1000) (Santa Cruz Biotechnology) diluido
em T-TBS com 1% de leite Molico. Em seguida, as membranas foram lavadas com T-TBS e
incubadas com anticorpo secundario biotinilado correspondente (Zymax) 1:5000 (MMP-2,
MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, TNF-a, TGF-B) e 1:10000 (B-actina) diluido em T-TBS com 1%
de leite Molico por 1h. Apds a lavagem, as membranas foram incubadas com estreptavidina-
peroxidase (Invitrogen) 1:5000 (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, TNF-o, TGF-) e
1:10000 (B-actina) em T-TBS com leite Molico a 1% por 1h.

Para a detecgdo das bandas, foi utilizado o kit de revelagdo por quimioluminescéncia

(ECL, GE Healthcare Amersham), incubando a membrana por 1 minuto ao abrigo de luz. As
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imagens das bandas de proteinas foram capturadas pelo ChemiDoc*MP (Bio-Rad) e a analise
das bandas foi realizada por densitometria no Photoshop Elements 9 e os dados estatisticas

foram realizadas no Graph Pad Prisma.

2.17 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados com media + erro padrdo da média (EPM) de 6 animais por
grupo. Os parametros foram analisados estatisticamente pelo teste one-way ANOVA, seguido
do pds-teste de Tukey, com excecdo da pressdao arterial que foi analisada por two-way
ANOVA com pos-teste de Tukey, ambos pelo software Graph Pad Prism 6, onde p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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3. RESULTADOS

3.1. Cultura de células-tronco mesenquimais da medula dssea

As células mononucleares da medula Ossea, obtidas pela diferenca de gradiente de
densidade (Ficoll) apos a centrifugacao, foram cultivadas em garrafas de cultura. Durante o
cultivo foi possivel observar a presenca de duas populacdes celulares, as CTH e CTM, que se
distinguiram pela adesdo ao plastico da garrafa de cultura. As células ndo aderentes, exemplo
das CTH, foram removidas pelo procedimento de troca de meio e passagem enzimatica. Nas
imagens, observamos na P1 a presenca de células arredondadas e fusiformes (Figura 15A). Ja
na P2, houve uma expansdo das células fusiformes, com aspecto semelhante ao fibroblasto,
(Figura 15B). Apos trés passagens enzimaticas, observamos uma cultura mais expandida e

purificada de células fusiforme, caracteristica das CTM (Figura 15C).
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Figura 15 - Microscopia de luz com contrate de fase mostrando a morfologia das CTM em
cultura

Nota: A- células em cultura na primeira passagem (P1), B- células em cultura na segunda passagem (P2) e C-
células em cultura da terceira passagem (P3). Observamos em P1 (A) e P2 (B) a presenca de células
arredondadas (células hematopoiéticas — seta) e fusiforme. Em P3 (C), foram observadas somente células
fusiformes. Objetiva de 10x. Barra de calibragdo 25um. Microscopia de contraste de fase.

Fonte: A autora, 2019

3.2 Diferenciagéo das células-tronco mesenquimais em linhagem adipogénica (in vitro)

Realizamos o protocolo de diferenciacdo em linhagem adipogénica, no qual as células
foram mantidas em condi¢des e estimulos especificos durante 18 dias. Um dos critérios de
classificacdo das CTM, segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC), é a

capacidade de diferenciacdo em linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Apds 18
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dias de estimulo, as células apresentaram varias goticulas contendo lipideos corados com QOil
Red (vermelho) em seu citoplasma, caracteristico de um adipdécito (figura 16).

Figura 16 - Diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em linhagem adipogénica

lipidicas (seta) mostrados pela coloracédo Oil Red. Barra de calibragdo 15um e 5um.
Fonte: A autora, 2019

3.3 Caracterizacao das CTM por citometria de fluxo

A caracterizacdo das CTM por outro critério estabelecido pela SITC é a presenca ou
auséncia de marcadores de superficie especificos, como CD105 (considerado marcador
positivo, CD105") e c-Kit (considerado marcador negativo, c-kit). Podemos observar que o
grafico de histograma do controle (figura 17A) foi posicionado o marcador no intuito de
excluir células que ndo apresentavam marcacao especifica. No histograma B observamos que
as células em P3 apresentaram alta expressdo de CD105, aproximadamente 92%, e pouca
expressao de c-kit no histograma C, indicando que a cultura na terceira passagem estava
muito purificada com CTM.
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Figura 17 - Gréficos de histograma representativos da citometria de fluxo

1.000
1.000

500

Count

w13 2w Wt Wb uB.3 wl3 W2 W wt Wb uB.3
CD105-FE-A CD105-FE-A

2000 3000 4.000

Count

1.000

0
1

W wt WS W W72
okit - APC-A

Nota: A- controle com auséncia de fluorescéncia; B- Histograma de FL1 (CD105-PE) mostrando que 92% das
células expressaram marcador CD105 na P3; C- Histograma de FL4 (c-Kit-APC). Analises dos resultados
foram realizadas pelo BD CSampler software.

Fonte: A autora, 2019.

3.4 Avaliacéo da presséo arterial

Antes da cirurgia da clipagem da artéria renal todos os animais, dos trés grupos
experimentais, apresentaram a pressdo arterial em niveis semelhantes. Apos a ocluséo parcial
da artéria renal esquerda dos animais 2R1C, ocorreu elevagdo da pressdo arterial sistolica
(PAS) a partir da primeira semana (155 + 4 para 188 £ 5 mmHg), que se manteve elevada até
o final do periodo experimental comparado ao grupo Sham (208 £ 10 mmHg vs. 152 + 5
mmHg) (figura 18 e tabela 01). No grupo 2R1C transplantado com CTM, a PAS reduziu
significamente apos 4 semanas em comparacao ao grupo 2R1C (174 + 6 mmHg vs. 208 £+ 10
mmHg). Porém, a pressdo arterial do grupo 2R1C+CTM ndo voltou aos niveis observados do
grupo Sham.
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Figura 18 - Avaliacdo do progresso da pressao arterial nos grupos experimentais
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Nota: O gréfico apresenta os valores da pressdo arterial sistélica (PAS) aferida semanalmente pelo método da

Fonte:

pletismografia (Letica LE 5100, Pantalab ®), por sete semanas nos grupos sham, clipado (2R1C), e
clipado tratado com CTM (2R1C + CTM). Valores expressos com média + erro padrdo, n=6 animais por
grupo. p < 0,05, * diferenca significativa em relacéo ao grupo Sham, # diferenca significativa em relagéo
ao grupo 2R1C.
A autora, 2019.

Tabela 1 - Progressdo da pressao arterial sistélica (PAS) dos grupos experimentais

Presséo Arterial Sistélica (mmHg)

Semanas Sham 2R1C 2R1C+CTM
0 146 £ 4 155+4 150+ 4
1 1505 188+4 185+8
2 147+ 6 198 + 10 192+9
3 153+8 195+ 11 194 +5
4 153+8 204 £ 10 205+ 10
5 150+ 6 208 £ 12 187 +5
6 152 +5 208 £ 10 174+ 6

Nota: Progressao da pressao arterial sistolica (PAS) dos grupos experimentais por um periodo de 7 semanas. Na

Fonte:

quarta semana foi realizado o transplante das CTM no grupo 2R1C+CTM. Valores com média + Erro
Padrédo.
A autora, 2019
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3.5 Avaliacéo das dosagens séricas de creatinina, uréia, proteinas totais e proteinaria

Na ultima semana experimental (semana 6), as amostras séricas foram analisadas para
creatinina, ureia e proteinas totais. Tanto os niveis de creatinina (1,01 + 0,073 vs. 0,62 + 0,097
mg/dL), quanto de ureia (39,25 £ 3,13 vs. 22,25 + 4,56 mg/dL), apresentaram-se elevados no
grupo 2R1C em comparacdo ao sham, apontando um dano na funcédo renal. Ja os niveis de
proteinas totais séricas no grupo com hipertensdo renovascular (2R1C) apresentou reducao em
relacdo aos animais do grupo sham (4,41 + 0,2 vs. 5,67 £ 0,1 g/dL). A dosagem de proteina na
urina de 24h demonstrou aumento dos niveis de proteindria nos animais do grupo 2R1C em
comparacdo ao grupo sham (0,81 £ 0,02 vs. 0,39 £ 0,02 g/24h), apontando um quadro de
proteinuria caracteristico da doenca renal cronica. O transplante de CTM promoveu reducéo
da ureia plasmaética (24,72 + 2,72 mg/dL) em comparacdo ao grupo 2R1C e tendéncia de
reducdo nos niveis de creatinina (0,83 + 0,094 mg/dL) (Figura 19A, B). O transplante também
promoveu aumento dos niveis de proteinas séricas (6,15 £+ 0,1 g/dL) (Figura 19C) enquanto o
quadro de proteinaria foi reduzido, semelhante ao grupo sham (0,47 £+ 0,02 vs. 0,39 + 0,02
g/24h) (Figura 19D).
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Figura 19 - Avaliagdo da funcdo renal pelas dosagens bioquimicas
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Niveis séricos de A- creatinina, B- ureia, C- proteinas totais e D- proteinQria avaliados na Gltima semana
experimental. Valores expressos como média + erro padrdo, n=6 para todos os grupos. P < 0,05 *
diferenca significativa com relacdo ao grupo controle, # diferenca significativa com relacdo ao grupo
2R1C. Analisado pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2019.

3.6 Analise macroscopica dos rins nos diferentes grupos experimentais

Os animais do grupo sham apresentaram parénquima renal preservado em ambos 0s rins,

direito e esquerdo. Entretanto, os animais submetidos a clipagem da artéria renal esquerda

(2R1C), sofreram reducéo da perfusdo no rim esquerdo, promovendo isquemia e consequente

atrofia deste rim. Além disso, o rim esquerdo apresentou extensa regido de fibrose,
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evidenciada pela coloragdo externa amarelada (seta vermelha), enquanto que o rim
contralateral (direito), apresentou hipertrofia em relagéo ao rim dos animais do grupo sham.
Apbs o transplante de CTM (2R1C+CTM), observamos atrofia no rim esquerdo (clipado),

porém a extensao da fibrose, apresentando parénquima renal mais preservado.

Figura 20 - Andlise macroscopica dos rins direito e esquerdo dos grupos Sham, 2R1C e
2R1C+CTM

Nota: RD- rim direito, RE- rim esquerdo O rim esquerdo do grupo 2R1C apresenta-se atrofiado e com érea de
fibrose (seta vermelha). O grupo 2R1C+CTM o0 rim esquerdo encontra-se com parénquima mais
preservado.

Fonte: A autora, 2019

3.7 Analise histologica dos rins nos grupos experimentais

A avaliacdo morfologica do rim corado com HE, mostrou que o rim esquerdo dos
animais do grupo 2R1C apresenta esclerose e atrofia dos glomérulos, desestruturacdo do
epitélio tubular com oclusdo tubular, infiltrado inflamatério e fibrose intersticial, tanto na
regido cortical quanto na medular, comparado ao grupo sham (Figura 21A-D). Apds 15 dias
do transplante de CTM, observamos uma restruturacdo dos glomérulos e do epitélio tubular

na regido cortical e medular, reducéo da fibrose intersticial e nos glomérulos, restruturagdo da
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luz tubular e reducdo do infiltrado inflamatério, comparado ao grupo 2R1C e semelhantes ao

grupo sham (Figura 21E-F).

Figura 21 - Fotomicrografia de cortes do rim esquerdo corados com Hematoxilina-Eosina nos
grupos sham, 2R1C e 2R1C+CTM
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(seta); C- Cortex do rim esquerdo do grupo 2R1C com esclerose e atrofia glomerular (seta); D- Medula
do rim esquerdo do grupo 2R1C com fibrose intersticial e desestruturacdo tubular (seta); E- Cortex e F-
Medula, do rim esquerdo dos animais 15 dias ap0s o transplante de CTM com restruturagdo dos tdbulos e
dos glomérulos (seta). Objetiva de 20x. Barra de calibragdo 15um.
Fonte: A autora, 2019.
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3.8 Avaliacdo quantitativa e qualitativa do colageno por Picro Sirius Red

Para avalicdo da fibrose evidenciada na coloracdo por HE, realizamos a coloragdo por
Picro Sirius Red, que cora fibras de coldgeno em vermelho, permitindo a quantificacdo destas
areas. Observamos que o grupo sham apresentou depdsito de fibras de coldgeno basal (2,71%
+ 0,19) no entorno dos corpusculos renais (cortex) e nos tabulos (medula) (Figura 23A-B e
22). O grupo 2R1C apresentou aumento (10,38% =+ 0,33) de depdsito de colageno no
intersticio renal (medula), nos glomérulos e entre os corpusculos renais (cértex) (Figura 23C-
D e 22), comparado ao grupo sham. Assim, a fibrose estd bem estabelecida no rim dos
animais induzidos por hipertensdo renovascular. Entretanto, ap6s 15 dias de transplante de
CTM observamos reducdo do depdsito de fibras de colageno (3,64% = 0,31) entre o0s
corpusculos renais, nos glomérulos (cortex) e entre os tubulos (medula) (Figura 23E-F e 22)
em comparacdo ao grupo 2R1C, assemelhando-se ao grupo sham, conferindo uma
preservacdo maior do parénguima renal apos o transplante de CTM.

A analise das imagens ao microscépio de luz polarizada evidenciou aumento do depdsito
de colageno (vermelho) proximo aos vasos sanguineos, tanto na regido cortical quanto na
regido medular (Figura 24C-D), em comparacdo ao grupo sham (Figura 24A-B),
corroborando os dados de microscopia de luz. Apds 15 dias de transplante de CTM, néo foi
visualizado nenhum depdsito de coldgeno ao microscopio de luz polarizada (Figura 24E-F),

semelhante ao grupo sham.
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Figura 22 - Quantificacdo da fibrose por coloragdo com Picro Sirius Red
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Nota: O rim esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresentou aumento significativo de colageno (10,38% +
0,33) em relacdo ao grupo sham (2,71% =+ 0,19). Entretanto, ap6s 15 dias de transplante de CTM, os rins
apresentaram reducdo significativa de fibras de colageno (3,64% * 0,31). Valores expressos com média +
erro padrdo, n=6 para todos 0s grupos. p < 0,0001 *diferenca significativa com relagdo ao grupo Controle,

*diferenca significativa com relagio ao grupo 2R1C. Analisado pelo teste one-way ANOVA seguido do
pos-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2019
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Figura 23 - Fotomicrografias de rim esquerdo corado com Picro Sirius Red

Nota: Fotomicrografias de rim esquerdo corado com Picro Sirius Red, evidenciando a distribuicdo do depdsito
de colageno (vermelho). A- Coértex e B- Medula do rim esquerdo do grupo sham, apresentaram
distribuicdo de colageno basal ao redor dos corpusculos renais e tdbulos (seta); C- Cértex e D- Medula
renal do grupo 2R1C, apresentaram acUimulo excessivo de fibras de colédgeno (seta); E- Cdrtex e F-
Medula do grupo apds 15 dias de transplante de CTM, apresentaram reducéo de depoésito de colageno
(seta), promovendo parénquima mais preservado. Objetiva de 20x. Barra de calibragdo 15pm.

Fonte: A autora, 2019
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Figura 24 - Fotomicrografias de rim esquerdo corado com Picro Sirius Red e observado ao
microscopio de luz polarizada
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Nota: Fotomicrografias de rim esquerdo corado com Picro Sirius Red e observado ao microscépio de luz
polarizada, evidenciando o depdsito de colageno. A- Cortex e B- Medula do rim esquerdo do grupo sham;

C- Cdrtex e D- Medula de rim esquerdo apresentaram aumento de deposito de colageno; E-Cortex e F-

Medula de rim esquerdo do grupo 2R1C apds o transplante de CTM, ndo se observa deposito de
colageno. Objetiva de 20x. Barra de calibragdo 15um.
Fonte: A autora, 2019.
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3.9 Avaliacéo da integridade da membrana basal por coloracdo de acido periddico-schiff
(PAS)

Ao analisar a membrana basal corada na cor purpura-magenta por PAS, observamos que
a membrana basal apresentou-se integra no entorno dos corpusculos renais (cortex) e ao longo
dos tabulos na regido medular no grupo sham (Figura 25A-B). No entanto, o grupo 2R1C
apresentou intensa degradagdo da membrana basal, tanto no entorno dos corpusculos renais
(cortex) quanto entre os tubulos na regido medular (Figura 25C-D), em relacdo ao grupo
sham, mostrando que essa degradacdo colaborou para lesdo renal e progressdo da doenca.
Apo6s o transplante de CTM, observamos restruturacdo da membrana basal no entorno dos
corpusculos renais na regido cortical e, principalmente, restruturacdo da membrana basal entre

0s tubulos em toda regiao medular (Figura 25E-F), comparado ao grupo 2R1C.
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Figura 25 - Fotomicrografias de cortes de rim esquerdo corados com PAS

Nota: A-cortex e B- medula do rim esquerdo do grupo sham, apresentando membrana basal integra (seta); C-
cortex e D-medula do rim esquerdo do grupo 2R1C, mostrando membrana basal degradada no corpusculo
renal e entre os tubulos (seta C, D, respectivamente); E- cértex e F-medula do rim esquerdo do grupo
2R1C+CTM, mostrando restruturagdo da membrana basal na regido do cortex e da medula (seta) ap6s
transplante de CTM. Objetiva de 40x. Barra de calibragdo 5um.

Fonte: A autora, 2019.
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3.10 Analise da expressdo da metaloproteinase 2 (MMP-2) apds o transplante de CTM

Ao analisar a expressao da MMP-2 por western blotting, observamos que o rim esquerdo
dos animais do grupo 2R1C apresentou aumento significativo (p<0,05) de expressdo da
MMP-2 (0,94 + 0,08) em comparacdo ao grupo sham (0,53 £ 0,07). Entretanto, o0 grupo que
recebeu o transplante de CTM apresentou reducdo da expressdo da MMP-2 (0,58 + 0,07) em

comparacdo ao grupo 2R1C, assemelhando-se aos niveis encontrados no grupo sham (Figura
26).

Figura 26 - Expressdo de MMP-2 apds o transplante de CTM
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Nota: Expressdo da MMP-2 em extratos teciduais de rim nos grupos experimentais. Grupo 2R1C apresentou
aumento de expressdo de MMP-2, em comparagdo ao grupo sham. Apds o transplante de CTM, ocorreu
reducdo da expressdo de MMP-2, em relacdo ao grupo 2R1C e semelhante ao grupo sham. Valores
expressos como média * erro padrdo, n=6 animais por grupo. P < 0,05* com relagdo ao grupo sham, p <
0,05 # com relacéo ao grupo 2R1C. A andlise estatistica realizada pelo teste one-way ANOVA seguido de
pos-teste de Tukey. B-actina utilizada como controle interno.

Fonte: A autora, 2019.
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3.11 Analise da expressdo do Inibidor de Metaloproteinase Tecidual 2 (TIMP-2) apds o
transplante de CTM

A andlise da expressdo do inibidor de metaloproteinase tecidual 2 por western blotting
mostrou que o rim esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresentou reducdo da expressao de
TIMP-2 (0,59 £ 0,04, p<0,05) em relacdo ao grupo sham (1,29 £ 0,04, p<0,05). No entanto,
apos o transplante de CTM observamos aumento da expressao de TIMP-2 (1,20 £ 0,09,

p<0,05) em comparacgdo ao grupo 2R1C (Figura 27) e semelhante ao grupo sham.

Figura 27 - Expresséo de TIMP-2 em extratos teciduais de rim nos grupos experimentais
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Nota: Grupo 2R1C apresentou reducdo de expressdo da TIMP-2, em comparagdo ao grupo sham. Apos o
transplante de CTM, ocorreu aumento da expressdo de TIMP-2, em relacdo ao grupo 2R1C e semelhante
ao grupo sham. Valores expressos como média + erro padrdo, n=6 animais por grupo. P < 0,05* diferenca
em relacéo ao grupo sham, p < 0,05 # diferenga em relagéo ao grupo 2R1C. A analise estatistica realizada

pelo teste one-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. B-actina utilizada como controle interno.
Fonte: A autora, 2019.
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3.12 Analise da expressdo da metaloproteinase 9 (MMP-9) apds o transplante de CTM

O rim esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresentou aumento significativo da
expressdao de MMP-9 (1,21 + 0,16, p<0,05) em comparagdo ao grupo Sham (0,92 + 0,14).
Apos o transplante de CTM, observamos reducdo significativa da expressdo da MMP-9 (0,92
+ 0,18, p<0,05) em relacdo ao grupo 2R1C, e semelhante ao grupo Sham (Figura 28).

Figura 28 - Expressdo da MMP-9 em extratos teciduais de rim nos grupos experimentais
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Nota: Grupo 2R1C apresentou aumento de expressdo de MMP-9, em comparacdo ao grupo sham. Apés o
transplante de CTM, ocorreu redugdo da expressdao de MMP-9, em relacdo ao grupo 2R1C e semelhante
ao grupo sham. Valores expressos como média * erro padréo, n=6 animais por grupo. P < 0,05* diferenca
significativa em relacéo ao grupo sham, p < 0,05 # diferenca significativa em relacdo ao grupo 2R1C. A

analise estatistica realizada pelo teste one-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. B-actina utilizada
como controle interno.

Fonte: A autora, 2019.
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3.13 Anélise da expressdo do Inibidor de Metaloproteinase Tecidual 1 (TIMP-1) apés o
transplante de CTM

A analise da expressdo do inibidor de metaloproteinase tecidual 1 por western blotting
mostrou que o rim esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresentou reducdo na expressédo da
TIMP-1 (0,51 + 0,13, p<0,05) em compara¢do ao grupo Sham (1,23 + 0,28). Apo6s o
transplante de CTM, observamos aumento da expressdo de TIMP-1 (1,28 £ 0,20, p<0,05) em

comparacdo ao grupo 2R1C, e semelhante ao grupo Sham (Figura 29).

Figura 29 - Expressdo de TIMP-1 em extratos teciduais de rim nos grupos experimentais
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Nota: Grupo 2R1C apresentou reducdo de expressdo da TIMP-1, em comparacdo ao grupo sham. Apds o
transplante de CTM, ocorreu aumento da expressdo de TIMP-1, em relagdo ao grupo 2R1C e semelhante
ao grupo sham. Valores expressos como média + erro padrdo, n=6 animais por grupo. P < 0,05*diferenca
significativa em relacdo ao grupo sham, p < 0,05 # diferenca significativa em relacdo ao grupo 2R1C. A

andlise estatistica realizada pelo teste one-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. B-actina utilizada
como controle interno.

Fonte: A autora, 2019
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3.14 Analise qualitativa e quantitativa do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

A analise da imuno-histoquimica para TNF-a em cortes de rim esquerdo dos animais do
grupo 2R1C revelou marcacdo significativa nos glomérulos e tubulos na regido cortical, além
de marcacdo intensa ao longo dos tabulos na regidao medular (Figura 30C-D) em comparagéo
ao grupo Sham (Figura 30A-B), que ndo apresentou marcacgdo especifica para TNF-a. Apos o
transplante de CTM observamos diminui¢do de marcacdo de TNF-a, tanto nos glomérulos
(cortex) quanto nos tubulos (medula) (Figura 30E-F).

A quantificacdo de TNF-a por western blotting no rim esquerdo dos animais do grupo
2R1C apresentou aumento da expressdo de TNF-a (0,88 £ 0,11) em relacdo ao grupo Sham
(0,70 £ 0,05). Apos o transplante de CTM observamos reducéo significativa da expressao de
TNF-a (0,68 + 0,06) em relacdo aos animais do grupo 2R1C (Figura 31), com niveis

préximos ao grupo Sham, confirmando os resultados da imuno-histoquimica.
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Figura 30 - Fotomicrografias de cortes dos rins esquerdos imunomarcados com anticorpo
especifico para fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
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Nota: A-cortex e B- medula do rim esquerdo do grupo sham, sem marcacéo especifica para TNF-a; C-cortex e
D-medula do rim esquerdo do grupo 2R1C, mostrando marcagdo especifica para TNF-a nos glomérulos
(seta- C) e nos tdbulos (seta D); E- cortex e F-medula do rim esquerdo do grupo 2R1C+CTM, mostrando

reducdo da marcacdo para TNF-a nos glomérulos e tibulos (E,F, respectivamente). Objetiva de 20x.
Barra de calibracdo de 15um.

Fonte: A autora, 2019.



76

Figura 31 - Expressdo de TNF-a em extratos teciduais de rim nos grupos experimentais
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Nota: Grupo 2R1C apresentou aumento da expressdo de TNF-a em comparagdo ao grupo sham. Apés o
transplante de CTM, ocorreu reducdo da expressdo do TNF-a em relagdo ao grupo 2R1C, e semelhante ao
grupo sham. Valores expressos como média + erro padrdo, n=6 animais por grupo. P < 0,05 *diferenca
significativa em relagdo ao grupo sham, p < 0,05 #diferenca significativa em relacdo ao grupo 2R1C. A

andlise estatistica realizada pelo teste one-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey. B-actina utilizada
como controle interno.

Fonte: A autora, 2019.

3.15 Avaliacdo da marcacdo de CD68 ap06s o transplante de CTM

A analise da imuno-histoquimica para CD68 em cortes de rim esquerdo dos animais do
grupo 2R1C demonstrou intensa marcacdo pontual de macrofago entre os corpdsculos renais
(cortex) e entre os tubulos (medula) (Figura 32C-D), comparado ao grupo sham (Figura 32A-
B). No entanto, apos o transplante de CTM, observamos reducéo de marcacdo de CD68, tanto
na regido cortical quanto na regido medular (Figura 32E-F).

Para confirmar esses resultados, quantificamos as imagens marcadas e observamos que 0
rim esquerdo do grupo 2R1C apresentou aumento significativo de macréfago em relacéo ao
grupo Sham (551.887 + 0,29 vs. 5.834 + 5,9). Porém, ap0s 15 dias de transplante de CTM, os
rins apresentaram reducdo significativa de macrofago (33.240 * 5,65) (figura 33).
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Figura 32 - Quantificacdo de CD68 (macrofago) por imuno-histoquimica nos grupos
experimentais
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Nota: O rim esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresentou aumento significativo de CD 68 (551.887 £ 0,29)
em relacdo ao grupo sham (5.834 + 5,9). Entretanto, ap6s 15 dias de transplante de CTM os rins apresentaram
reducdo significativa de CD68 (33.240 + 5,65). Foi utilizado o programa Image Pro. Valores expressos com
média + erro padrdo, n=5 para todos os grupos. p < 0,0001 *diferenca significativa com relagdo ao grupo
Controle, “diferenca significativa com relacdo ao grupo 2R1C. Analisado pelo teste one-way ANOVA seguido
do pds-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 33 - Fotomicrografias de cortes dos rins esquerdos imunomarcados com anticorpos
especificos para CD68

Cortex Medula

Nota: A-cortex e B- medula do rim esquerdo do grupo sham, sem marcacéo especifica para CD68; C-cdrtex e D-
medula do rim esquerdo do grupo 2R1C, mostrando marcagdo especifica para CD68 entre os corpusculos
renais (seta- C) e entre os tubulos (seta D); E- cortex e F-medula do rim esquerdo do grupo 2R1C+CTM,
mostrando reducéo da marcagdo para CD68 na regido cortical e medular (E,F, respectivamente). Objetiva
de 40x. Barra de calibragdo 5um.

Fonte: A autora, 2019.
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3.16 Avalicéo de citocina anti-inflamatoria IL-10 (Interleucina 10) apo6s o transplante de
CT™M

A imuno-histoquimica para IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, revelou que o rim
esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresenta marcacgéo fraca para IL-10 nos glomérulos, no
entorno dos corpusculos renais (cortex) e nos tubulos (medula) (Figura 34C-D) em relagdo ao
grupo Sham (Figura 34A-B), que ndo apresentou marcacao especifica para IL-10. Entretanto,
apos o transplante de CTM observamos intensa marcacao de IL-10 entre os corpusculos renais

(cortex) e nos tubulos (Figura 34E-F), comparado com o grupo 2R1C.
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Figura 34 - Fotomicrografias de cortes dos rins esquerdos imunomarcados com anticorpos
especificos para IL-10 (citocina anti-inflamatoria)

Cortex Medula

Nota: A-cortex e B- medula do rim esquerdo do grupo sham, sem marcagéo especifica para IL-10; C-cdrtex e D-
medula do rim esquerdo do grupo 2R1C, mostrando fraca marcagdo especifica para IL-10 entre os
corpusculo renais (seta- C) e nos tlbulos (seta D); E- cortex e F-medula do rim esquerdo do grupo
2R1C+CTM, mostrando marcacao intensa para IL-10 na regido cortical e medular (E,F, respectivamente).
Objetiva de 20x. Barra de calibragdo 15um.

Fonte: A autora, 2019.
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3.17 Andlise da expressdo do Fator de Crescimento de Transformacédo Beta (TGF-g)
apos o transplante de CTM

A analise do resultado da expressédo de TGF-p por western blotting, fator de crescimento
pré-fibrético, mostrou que o rim esquerdo dos animais do grupo 2R1C apresentou aumento da
expressao de TGF-B (1,76 + 0,1, p<0,05) em relagdo ao grupo Sham (0,94 = 0,07, p<0,05)
(Figura 35). No entanto, apds o transplante de CTM observamos reducdo da expressao de
TGF-B (0,88 £ 0,1, p<0,05) em comparacdo ao grupo 2R1C, e semelhante ao grupo Sham
(Figura 35).

Figura 35 - Expressdo de TGF-B em extratos teciduais de rim esquerdo nos grupos
experimentais
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Nota: Grupo 2R1C apresentou aumento de expressdo do TGF-p em compara¢do ao grupo sham. Apés o
transplante de CTM, ocorreu reducdo da expressdo de TGF-B em relagdo ao grupo 2R1C e semelhante ao
grupo sham. Valores expressos com média + erro padrdo, n=6 animais por grupo. P < 0,05 *diferenca
significativa em relacdo ao grupo sham, p < 0,05 #diferenca significativa em relagdo ao grupo 2R1C. A
andlise estatistica pelo teste one-way ANOVA seguido de poés-teste de Tukey. B-actina utilizada como
controle interno.

Fonte: A autora, 2019.

3.18 Avaliagdo da marcacdo de miofibroblasto apos o transplante de CTM

A analise por imuno-histoquimica da alfa actina de musculo liso (a-SMA), proteina
presente nos miofibroblastos, mostrou marcagdo mais intensa nos tdbulos entre o0s

corpusculos renais (cortex) e nos tubulos na regido medular (Figura 36C-D) do rim esquerdo
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dos animais do grupo 2R1C comparado com o Sham (Figura 36A-B). Entretanto, apds o
transplante de CTM, observamos marcacgdo fraca para miofibroblasto nos tabulos tanto na
regido cortical quanto medular (Figura 36E-F), comparado com o grupo 2R1C.

Para confirmar esses resultados, quantificamos as imagens marcadas e observamos que
0 rim esquerdo do grupo 2R1C apresentou aumento significativo de miofibroblasto em
relacdo ao grupo Sham (251.278 + 1,9 vs. 17.109 * 6,0). Porém, apés o transplante de CTM,

0s rins apresentaram reducao significativa de miofibroblasto (88.336 + 4,2) (figura 37).

Figura 36 - Quantificagao de a-SMA (miofibroblasto) por imuno-histoquimica nos grupos
experimentais
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Nota: Os rins esquerdos dos animais do grupo 2R1C apresentaram aumento significativo de a-SMA (251.278 +
1,9) em relagdo ao grupo sham (17.109 £ 6,0). Ap6s 15 dias de transplante de CTM os rins apresentaram
reducdo significativa de a-SMA (88.336 + 4,2). Foi utilizado o programa Image Pro. Valores expressos
com média + erro padréo, n=5 para todos os grupos. p < 0,0001 *diferenca significativa com relago ao
grupo Controle, *diferenca significativa com relacdo ao grupo 2R1C. Analisado pelo teste one-way
ANOVA seguido do pds-teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 37 - Fotomicrografias de cortes dos rins esquerdos imunomarcados com anticorpo
especifico para alfa actina de musculo liso (miofibroblasto)

Cortex Medula

Nota: A-cortex e B- medula do rim esquerdo do grupo sham, sem marcacdo especifica para miofibroblasto; C-
cortex e D-medula do rim esquerdo do grupo 2R1C, mostrando marcacdo especifica para miofibroblasto
nos tabulos entre os corpusculos renais (seta- C) e nos ttbulos na regido medular (seta D); E- cortex e F-
medula do rim esquerdo do grupo 2R1C+CTM, mostrando reducdo de marcacdo para miofibroblasto nos
tlbulos na regido cortical e medular (E,F, respectivamente). Objetiva de 20x. Barra de calibragdo 15um.
Fonte: A autora, 2019.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado pela primeira vez que um dnico transplante com 10° CTM
de origem da medula 6ssea na regido subcapsular renal promoveu reducao significativa das
proteinas envolvidas na transicdo epitélio-mesenquimal, como MMP-2, MMP-9, a-SMA,
TGF-B, reduzindo a degradagdo da membrana basal e impedindo a progressao da fibrose no
rim clipado. Outros efeitos benéficos das CTM foram observados no rim clipado, como
reducdo da inflamacdo, restruturacdo do parénquima renal e, consequentemente, 0
restabelecimento da funcdo renal. Estes achados mostram que essas células contribuiram de
forma significativa para a regeneragéo renal.

As CTM derivadas da medula 0ssea tém sido utilizadas como uma ferramenta com
grande potencial na terapia celular, pela sua habilidade de auto renovacéo e diferenciacdo em
varios tipos celulares, além de apresentar um potencial de expansdo in vitro, sem perder o
fendtipo ou a capacidade de diferenciacdo (Bianco, 2014; Dah-Ching Ding & Lin, 2011;
Dominici et al., 2006; Mizukami & Swiech, 2018). De acordo com os critérios estabelecidos
pelo Comité de Células-Tronco Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional de
Terapia Celular (SITC), nossos resultados mostraram que as células cultivadas in vitro na
terceira passagem apresentaram aderéncia a garrafa de cultura, ndo perderam a capacidade de
se diferenciar em células da linhagem adipogénica in vitro, e apresentaram alta expressao do
marcador de superficie especifico, CD105, e baixa expressdo de marcador negativo, c-Kit,
analisados pela citometria de fluxo.

Um ponto importante para o sucesso da terapia celular é a op¢do por uma via de
administracdo, capaz de disponibilizar um grande nimero de células no local da lesdo por um
longo prazo, proporcionando, assim, uma interagdo com as células danificadas e um reparo
tecidual efetivo (Cavaglieri et al., 2009; Sedrakyan et al., 2012; Villanueva et al., 2011; Zhu et
al., 2013). Trabalho anterior do nosso grupo, demonstrou, apos 15 dias de transplante de CTM
GFP" na regido subcapsular renal, a presenca dessas células na regido do cortex renal e, com
maior frequéncia, na medula renal dos rins clipados, proximo ao infiltrado de células
inflamatdrias e das regides de fibrose (Lira et al., 2017). No presente trabalho, também
utilizamos a via de administracdo na regido subcapsular renal, sugerindo que esta interacdo
das CTM com as células lesionadas por um longo prazo promoveu liberacdo de fatores
pardcrinos que influenciaram a restruturacdo do parénquima renal e, também, o

restabelecimento da fungéo renal.
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A DRC é estabelecida quando h& perda progressiva dos néfrons, devido a leséo
glomerular, onde ha perda da funcdo renal, aumentando a proteindria (Heerspink & Zeeuw,
2013; Kefaloyianni et al., 2016; Loboda et al., 2016). Essa perda de proteinas € um parametro
importante para a avaliacdo da funcao renal, e é considerada como um forte biomarcador de
progressdo da DRC que colabora com o dano tubulointersticial cronico, promovendo efeitos
pro-inflamatorios e pro-fibroticos (Gorriz & Martinez-Castelao, 2012). Além disso, estudos
sugerem que ha uma associacdo do aumento da expressdo da MMP-9 no soro e na urina com
0 grau de proteinaria em pacientes com nefropatia diabética (Tan & Liu, 2012).

Nossos resultados mostraram que, comparado ao grupo Sham, o grupo 2R1C teve
aumento significativo de proteinuria e da expressdo de MMP-9. Para confirmar, analisamos 0s
resultados de proteinas totais séricas e observamos reducdo significativa no grupo 2R1C com
relacdo ao grupo sham. Esses resultados sugerem que a hipertensdo renovascular levou a lesao
renal promovida pela MMP-9, ocasionando a liberagdo excessiva de proteinas plasmaticas
para a urina. Outros autores também demonstraram alteracdes na proteiniria em modelos
semelhantes e em outros modelos, como por exemplo em um estudo utilizando ratos
submetidos a nefrectomia 5/6 para induzir DRC (Cavaglieri et al., 2009). Outro estudo,
também mostrou que houve aumento da proteiniria em ratos induzidos a hipertensdo
renovascular (2R1C), sendo o mesmo modelo do nosso trabalho (Oliveira-Sales et al., 2013).
Recentemente, 0 nosso grupo, também demonstrou aumento da proteindria nos animais com
hipertensdo renovascular, que é bem caracteristico deste modelo (Oliveira, 2017).

Além disso, a relacdo da MMP-9 com o grau de albuminuria foi comprovada por
pacientes com resisténcia a albumindria, apresentando aumento na atividade da MMP-9
sérica. Essa associacdo foi confirmada em ratos manipulados geneticamente, onde foram
induzidos pelo modelo de albumindria progressiva e apresentaram atividade da MMP-9
elevada, sugerindo que a MMP-9 colaborou na disfuncdo dos poddcitos, promovendo a
liberacdo de proteina na urina, o que também foi observado no nosso trabalho (Pulido-Olmo
et al., 2016). Porem, apos 15 dias de transplante de CTM, o nivel de proteinas séricas foi
restabelecido, a proteinuria foi reduzida e a expressdo da MMP-9 diminuiu significantemente.
Portanto, esses resultados sugerem que essas células foram capazes de restabelecer a funcédo
renal e de reduzir a proteindria.

Um dos biomarcadores mais utilizados para avaliacdo da fungéo renal € a creatinina, uma
substancia totalmente filtrada e excretada na urina e que nao € reabsorvida pelo organismo.
Porém, é importante associar a creatinina com outros parametros, como proteinuria e ureia.

Assim, a avaliacdo desses parametros auxilia na elucidacdo da condigéo clinica do paciente
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(Abensur, 2011; Kitching & Hutton, 2016). Nossos resultados mostraram aumento
significativo da creatinina sérica no grupo 2R1C, complementando a analise da proteinuria.
Esses animais apresentaram lesdo renal, que consequentemente, levou a disfungdo renal
caracteristica do modelo. Outros trabalhos, também utilizando modelo de lesdo renal cronica,
apresentaram aumento da creatinina sérica em ratos com nefrectomia e com obstrugdo ureteral
unilateral (Fang et al., 2015; Giines et al., 2018). Apds 15 dias do transplante de CTM néo foi
observado reducdo significativa na creatinina sérica nesses animais. No entanto, outro autor
relata que apds 15 ou 30 dias de transplante de CTM em ratos com lesdo renal cronica
induzida por adriamicina ndo ocorreu reducdo significativa no nivel da creatinina (Zoja et al.,
2018), mostrando que, provavelmente, ndo houvesse tempo héabil para que o nivel de
creatinina fosse reduzido.

A ureia também é um dos biomarcadores mais utilizados para avaliacdo da funcdo renal,
porém, € o menos sensivel dos trés biomarcadores, pois é parcialmente reabsorvida pelo
tibulo renal apds a filtracdo. Dependendo da condicdo clinica que estimule a reabsor¢éo
tubular de sddio, promovera um aumento da ureia. Além disto, a ureia ndo é produzida
constantemente ao longo do dia, podendo variar com a ingestdo de alimentos ricos em
proteinas, e podendo, também, ser eliminados pelo trato gastrintestinal e pela transpiracdo
(Abensur, 2011; Kobayashi et al., 2014; Sodréet et al., 2007; Steubl et al., 2016). A analise
dos resultados mostrou que os animais do grupo 2R1C apresentaram aumento da ureia sérica,
em comparacdo ao grupo Sham, confirmando, juntamente com os dados da creatinina e da
proteinuria, que este modelo causou um dano renal, ocasionando a disfuncdo renal e, assim,
estabelecendo 0 modelo de doenga renal cronica. Recentemente, nosso grupo observou
aumento de ureia nos animais com hipertensdo renovascular (Oliveira, 2017). Um outro
estudo, utilizando nefrectomia no rim de ratos, também apresentou um aumento da ureia
caracteristico do modelo (Fang et al., 2015). Apds 15 dias do transplante de CTM nos animais
com hipertensdo renovascular, observamos reducdo do nivel da ureia sérica. Ja foi
demonstrado que a terapia com CTM de medula éssea promoveu diminuicdo dos niveis de
creatinina e da ureia em ratos com doenca renal crénica induzida por isquemia-reperfuséo e
terapia com imunossupressor (Alfarano et al., 2012). Mostrando, novamente, os efeitos
benéficos que essas células promoveram diante de uma lesdo renal, restabelecendo a funcéo
renal.

O modelo experimental de hipertensdo renovascular (2R1C), proposto por Goldblatt
(1934), reduz a perfusdo do rim clipado, ativando o0 SRAA e levando ao aumento da pressao

arterial, promovendo estresse oxidativo, inflamacéao, perda microvascular, fibrose intersticial e
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atrofia tubular, o que resulta em insuficiéncia renal (Li et al., 2017; Oliveira-Sales & Boim,
2016). Esta reducédo da perfuséo renal promove atrofia do rim esquerdo e hipertrofia do rim
contralateral, ocorrendo de forma compensatoria. Deste modo, observa-se uma discrepancia
no tamanho entre os rins esquerdo e direito, uma das caracteristicas deste modelo (Al-Suraih
& Grande, 2014; Amat et al., 2014). Nossos resultados mostraram que o grupo 2R1C
apresentou aumento da presséao arterial em relagcdo ao grupo Sham. Além disso, a estenose no
rim esquerdo provocou uma lesdo intensa e crénica, resultando na atrofia do rim clipado e
hipertrofia do rim contralateral. Neste grupo, também observamos que o rim esquerdo
apresentou glomeruloesclerose, oclusdo e desestruturagéo tubular, fibrose nos tabulos e no
intersticio e presenca de infiltrado celular. No entanto, ap6s 15 dias de transplante de CTM, os
rins apresentaram restabelecimento do parénquima renal com reestruturacdo dos glomérulos e
dos tubulos e reducédo significativa da fibrose. Trabalhos anteriores do nosso grupo e da
literatura também observaram resultados similares, sugerindo que as CTM foram capazes de
contribuir para a regeneracdo renal por meio da restruturagdo dos glomérulos e tabulos,
diminuindo a fibrose, a proteindria, a inflamacdo e a apoptose (Oliveira-Sales et al., 2013;
Oliveira, 2017; Peired et al., 2016).

As MMP possuem um papel importantissimo na progresséo da fibrose renal, pois atuam
colaborando para a transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) das células tubulares. Em
condicBes patoldgicas, ha um desequilibrio na relacdo entre MMPs e inibidores de MMPs
teciduais (TIMPs). As MMP-2 e MMP-9 atuam degradando constituintes da membrana basal
tubular dos rins, como o colageno tipo IV e a laminina. Esta ruptura da membrana basal
colabora para que as celulas epiteliais tubulares se diferenciem em fibroblasto (células de
origem mesenquimal) e migrem para intersticio (Cheng et al., 2017; Nistico et al., 2012;
Zhao, 2013). Além disso, foi demostrado que a MMP-9 é capaz de ativar a forma latente do
TGF-B em sua forma ativa, 0 que, por sua vez, estimula a diferenciacdo do fibroblasto em
miofibroblasto. Assim, esta célula contratil produz excessivamente proteinas de matriz
extracelular, promovendo a progressdo da fibrose (Higashi et al., 2018; Kobayashi et al.,
2014; Zhao et al.,, 2017). Nossos resultados mostraram que o0s rins do grupo 2R1C
apresentaram aumento da expressao de MMP-2 e da MMP-9, enquanto que a expressdo de
TIMP-1 e TIMP-2 apresentou-se reduzida em relacdo ao grupo controle. Além disso,
observamos degradacdo da membrana basal nos rins do grupo 2R1C, corroborando os
resultados das MMPs e TIMPs. Também observamos que o grupo 2R1C apresentou aumento
da expressdo de TGF-f e aumento de marcagdo para miofibroblasto, tanto na regido da

medula quanto na regido do cdrtex renal. Estes resultados sugerem que a TEM foi induzida
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através das MMPs degradando a membrana basal, em especial, a MMP-9, colaborando para
ativacdo do fator pro-fibrético TGF-$ e, assim, ativando os miofibroblastos, que colaboram
para progressdo da fibrose através da secrecdo de proteinas de matriz extracelular. Além
disso, também observamos aumento de depdsito de coldgeno no rim esquerdo do grupo
2R1C, evidenciando a progressdo da fibrose. Ja foi demonstrado que a utilizacdo de ablacéo
da MMP-9 em camundongos com obstrugdo ureteral foi capaz de atenuar lesdes morfoldgicas
nos rins, como a reducdo da ruptura da membrana basal, da expressdo de fibronectina, e a
reducdo de miofibroblasto, diminuindo a TEM, mostrando a influéncia da MMP-9 na
patogénese da fibrose renal (Wang et al., 2010). A acdo da MMP-9 também colaborou para
inducdo da TEM em células epiteliais tubulares proximais (NRK52E) mediada pelo fator
TGF-B (Zhao et al., 2017). No modelo experimental com até 14 dias ap6s a OUU em ratos foi
observado que as MMP-9 tiveram uma regulacdo positiva nos rins. No estagio inicial da
doenca, observaram que as MMP-9 eram originadas predominantemente de células epiteliais
tubulares, enquanto no estagio avancado da OUU observaram que as MMP-9 eram originadas
de macrdfagos, miofibroblastos, além das células epiteliais tubulares. Neste mesmo trabalho,
foi induzido uma inibicédo precoce e tardia da MMP-9 através de anticorpos neutralizantes em
ratos com OUU e observaram uma reducdo significativa da TEM de células tubulares e da
fibrose renal (Tan et al., 2013). Recentemente, ja foi demonstrado que a expressdao de RNAmM
da MMP-2 apresentou regulacdo positiva no rins de camundongos diabéticos induzidos por
estreptozotocina e em camundongos com doenca renal crdnica induzida por nefrectomia 5/6,
colaborando para a fibrose tubulointersticial e a glomeruloesclerose (Rhee et al., 2018).
Nossos resultados mostraram que apés 15 dias de transplante de CTM ocorreu reducdo da
expressdao da MMP-2 e MMP-9 pelo o0 aumento da expressédo da TIMP-1 e TIMP-2 inibindo,
assim, a atividade das MMPs e promovendo um equilibrio no remodelamento renal. Além
disso, observamos que a membrana basal apresentou-se mais integra, tanto na regido cortical
qguanto na regido medular, além da reducdo da expressdo do fator pro-fibrético TGF-B,
reducdo na marcacdo de miofibroblasto na regido cortical e medular renal e diminuicdo do
depdsito de colageno no parénquima renal. O nosso grupo mostrou previamente que, apés o
transplante de CMMO em ratos com HR, o rim apresentou redu¢do do deposito de colageno e
restabelecimento da E-caderina, uma proteina envolvida no processo de TEM (Oliveira,
2017). Utilizando o mesmo modelo de HR, porém com o transplante de CTM, também ja
demonstramos reducdo da fibrose tubulointersticial e glomerular (Lira et al., 2017). Em
modelo de ratos com nefropatia diabética induzida por estreptozotocina foi observado um

aumento da expressdo de TGF-p nos rins, mas apés o transplante de CMMO observaram que
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a expressdo do TGF-B apresentou reduzida (Castiglionea et al., 2013). Dados da literatura
também descrevem que, ap6s o transplante de CTM, ocorre reducdo significativa de
miofibroblasto no rim de camundongos com lesdo renal induzida por administracdo de
albumina (Wu et al., 2014). Portanto, no nosso estudo, as CTM foram capazes de promover o
equilibrio entre MMP/TIMP, o que diminuiu a degradacdo da membrana basal e, a inducdo da
TEM. Consequentemente, essas células promoveram reducéo da proliferacdo e ativacdo dos
miofibroblastos mediado pelo TGF-, de forma a impedir a progressdo da fibrose renal.

O desenvolvimento da DRC induzida pela HR inicia-se com um estagio de lesao renal,
no qual vérias células atuam no processo de reparo tecidual, como neutrofilos, células T,
macrofagos, células tubulares e endoteliais. Porém, a injaria tecidual ja é o suficiente para
promover a sintese de TNF-a e TGF-B, desenvolvendo processos inflamatdrios e fibrotico
(Heerspink & Zeeuw, 2013; Kefaloyianni et al., 2016; Loboda et al., 2016). Além disso, 0s
macrofagos desempenham um papel importante na fibrose renal e DRC, que sdo as grandes
fontes de TGF-p, responsavel por ativar e proliferar miofibroblasto, assim, colaborando para
inducdo da TEM e MMP, que também é responsavel por induzir a transicdo (Zhao, 2013).
Nossos resultados mostraram que os rins esquerdos dos animais do grupo 2R1C apresentam
aumento macréfagos tanto na regido medular quanto na regido cortical, em relacdo ao grupo
controle. Também observamos aumento de expressdo de TNF-o e aumento de marcagdo na
regido do cortex e medula. Mostrando que o resultado dos macréfagos corroborou com os
resultados da expressdo do TGF-p e das MMP, sugerindo que os macrofagos induziram a
sintese do TGF-B e das MMP, assim, colaborando para a progressdo da fibrose. Além de
mostrar que a lesdao renal induzida pela HR colaborou para um processo inflamatério. No
mesmo modelo de HR em ratos foi observado aumento de expressdo de RNAm de TNF-a e
IL-1B e baixa expressdo de RNAm de IL-10, porém, apo6s o transplante de CTM ocorreu
reducéo de expressdo do RNAm de TNF-a e de IL-1 e um aumento da expressdo do RNAm
de IL-10 (Oliveira-Sales et al., 2013). Nossos resultados mostraram que, apos o transplante de
CTM, ocorreu reducéo significativa dos macrofagos na regido do cortex e da medula renal,
reducéo da expresséo e marcagdo de TNF-a e marcagdo mais intensa de IL-10, tanto na regido
cortical quanto na regido medular. Estes resultados sugerem que as CTM foram capazes de
promover um efeito benéfico, atenuando o processo inflamatério pela reducdo de TNF-a e
estimulando o reparo tecidual através da citocina anti-inflamatoria IL-10, proporcionando
uma resposta imunomoduladora. Além disso, varios fatores sollveis desempenham papel

importante nos efeitos imunossupressores das CTM, como HGF, prostaglandina E2 (PGE2),
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TGF-B1, indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), éxido nitrico e IL-10 (Oliveira-Sales & Boim,
2016).
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CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que apenas um transplante de CTM na regido subcapsular
renal no modelo 2R1C foi capaz de promover efeitos benéficos, como: (1) equilibrio entre
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2, (2) Restauracdo da membrana basal, (3) diminui¢do da
expressao do TGF-B, (4) reducdo de miofibroblasto, (5) reducdo de macrofagos, (6) aumento
de marcacdo de IL-10, (7) reducdo de expressdo de TNF-a, (8) reducdo da pressao arterial, (9)
restruturacdo do parénquima renal por meio da reducédo da fibrose, (10) restabelecimento da
funcdo renal através da reducdo da ureia e da proteindria. Esses dados sugerem que 0
transplante de CTM é capaz de promover efeito imunomodulador e remodelamento renal,
impedindo a progressao da fibrose por meio da transicéo epitélio-mesenquimal e contribuindo

para a restauracao morfolégica e funcional do rim durante a doenca renal crénica.
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