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RESUMO

SILVA, Camila Luna da. Estudo da morfologia e status oxidativo em rim de ratos com
nefropatia isquémica apds tratamento com células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo. 2020. 125f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A nefropatia isquémica € uma doenca renal crénica provocada pela reducao do
fluxo sanguineo renal que pode progredir para a doenga renal terminal, cujo
tratamentos disponiveis se baseiam em terapias substitutivas da funcdo renal, como
didlise ou transplante renal. No entanto, devido ao alto custo dos tratamentos e a
caréncia de 6rgaos, se faz necessaria a busca por novas terapias, como as células-
tronco (CT). Apesar do potencial terapéutico das CT em doengas cronicas, ndo esta
claro se essas células mantém seus efeitos benéficos em 6rgdos lesionados por
tempo prolongado. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos precoces e tardios
do tratamento com células-tronco adiposas (CTA) sobre a morfologia e o status
oxidativo em rins de ratos com nefropatia isquémica. A isquemia renal foi induzida
pelo modelo 2rins-1clip (2R1C) e, depois de um més da clipagem da artéria renal,
foram injetadas 10° células-tronco na regido subscapsular do rim afetado. Apés 15 e
30 dias da injecdo das CTA, a morfologia renal foi verificada por meio da analise
macroscopica, microscopica e ultraestrutural. Além disso, o status oxidativo foi
avaliado no tecido renal através da mensuracdo da atividade das enzimas
antioxidantes catalase e glutationa peroxidase; e de marcadores biolégicos de dano
oxidativo, como proteinas carboniladas, 3-Nitrotirosina e 4-Hidroxinonenal. Por
imunoperoxidase foi possivel localizar as células-tronco adiposas GFP+ foram
rastreadas e encontradas tanto 15 dias, quanto 30 dias apds a injecdo na regiao
subcapsular. A restauracdo da arquitetura renal foi evidenciada 15d ap6s o uso das
células, onde detectamos reducédo na deposicao de fibras colagenas no parénquima
renal, o que nao foi observado 30d apds o uso das células. Os resultados também
foram confirmados através da analise da ultraestrutura renal que mostraram
restauracao da arquitetura renal no grupo de 15d, ndo evidenciada no grupo de 30d.
Quanto a analise do status oxidativo, somente os animais com nefropatia isquémica
mais prolongada apresentaram estresse oxidativo com reducdo da atividade da
enzima antioxidante catalase no tecido renal. Além disso, foi observado dano proteico
e lipidico, sem melhora dessa condi¢do nos animais 30d ap0s o tratamento com as
células-tronco. No modelo de nefropatia isquémica avaliado, o tratamento com CTA
mostrou beneficios na morfologia renal a curto prazo, mas nao tardiamente, apesar
da permanéncia dessas células no tecido. Acreditamos que 0 estresse oxidativo,
evidenciado somente no tecido renal com isquemia mais prolongada, possa ter
dificultado a acdo das células-tronco, contribuindo para tais achados. Esses
resultados abrem perspectivas para o aprofundamento do estudo quanto a
caracterizacdo dos mecanimos de acdao das CTA nas respostas anti-fibrogénicas,
assim como o estabelecimento do numero, frequéncia, vias de administracao e melhor
momento para uso dessas células no tratamento de doencas renais cronicas.

Palavras-chave: Células-tronco adiposas. 2R1C. Nefropatia isquémica. Estresse
oxidativo. Ultraestrura.



ABSTRACT

SILVA, Camila Luna da. Study of morphology and oxidative status in kidney of rats
with ischemic nephropathy after treatment with adipose tissue mesenchymal stem
cells. 2020. 125f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

Ischemic nephropathy is a chronic kidney disease caused by reduced kidney
blood flow that can progress to end stage kidney disease, whose available treatments
are based on kidney function replacement therapies, such as dialysis or kidney
transplantation. However, due to the high cost of treatments and the lack of organs, it
IS necessary to search for new therapies, such as stem cells (SC). Despite the
therapeutic potential of SC in chronic diseases, it is unclear whether these cells
maintain their beneficial effects on injured organs for a long time. The aim of this study
was to evaluate the early and late effects of adipose-derived stem cells (ADSC)
treatment on the morphology and oxidative status in kidneys of rats with ischemic
nephropathy. Renal ischemia was induced by the 2kidneys-1clip (2K1C) model and,
after a month of clipping the renal artery, 10 stem cells were injected into the
subscapsular region of the affected kidney. After 15 and 30 days of ADSC injection,
renal morphology was verified by macroscopic, microscopic, and ultrastructural
analysis. In addition, oxidative status was assessed in renal tissue by measuring the
activity of the antioxidant enzymes catalase and glutathione peroxidase; and biological
markers of oxidative damage, such as carbonylated proteins, 3-nitrotyrosine and 4-
hydroxynonenal. By immunoperoxidase, it was possible to locate GFP + adipose-
derived stem cells that were tracked and found both 15 days and 30 days after injection
in the subcapsular region. The restoration of the renal architecture was evidenced 15d
after the use of the cells, where we detected a reduction in the deposition of collagen
fibers in the renal parenchyma, which was not observed 30d after the use of the cells.
The results were also confirmed by analyzing the renal ultrastructure, which showed
restoration of the renal architecture in the 15d group, not evidenced in the 30d group.
Regarding the analysis of oxidative status, only animals with more prolonged ischemic
nephropathy presented oxidative stress with reduced activity of the antioxidant enzyme
catalase in renal tissue. In addition, protein and lipid damage was observed, with no
improvement in this condition in the animals 30d after treatment with stem cells. In the
evaluated ischemic nephropathy model, treatment with ADSC showed benefits in renal
morphology in the short term, but not late, despite the permanence of these cells in the
tissue. We believe that oxidative stress, evidenced only in renal tissue with more
prolonged ischemia, may have hindered the action of stem cells, contributing to such
findings. These results open perspectives for further study on the characterization of
ADSC mechanisms of action in anti-fibrogenic responses, as well as the establishment
of the number, frequency, routes of administration and the best time to use these cells
in the treatment of chronic kidney diseases.

Keywords: Adipose-derived stem cells. 2K1C. Ischemic nephropathy. Oxidative

estresse. Ultraestructure.
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INTRODUCAO

A doenca renal crbnica é um importante problema de saude publica, em virtude
de sua crescente prevaléncia estar associada a estenose da artéria renal (EAR) que
ocorre em consequéncia das elevadas taxas de obesidade, idade avancada, diabetes,
dislipidemia, tabagismo e doencas cardiovasculares que séo fatores que favorecem a
formacéao da placa aterosclerdtica na artéria renal.A Hipertenséo renovascular (HRV)
€ a primeira manifestacao clinica perceptivel da EAR. A segunda manifestacéo
comum a EAR é a nefropatia isquémica, ambas as manifestacdes sdo consequéncia
da reducdo do fluxo sanguineo no rim que leva a ativacdo do sistema renina
angiotensina-aldosterona, que acarreta na elevacéo da pressao arterial e na ativacao
de vias complexas e interligadas que acarretam na perda microvascular, estresse
oxidativo, inflamacdo e fibrose no rim que levam danos no parénquima
renal.(OLIVEIRA-SALES & BOIM 2016; ROMAGNAN et al., 2017; SALAME et al.,
2012).

O rim possue grande quantidade de mitocondrias nos tubulos contorcidos
proximais, sendo assim um orgdo particularmente sensivel ao desequilibrio
redox.Quando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) supera os
mecanismos de defesa antioxidantes, o resultado € o estresse oxidativo, que pode
levar a danos efetivos no DNA, proteinas e lipidios das células. As ERO estéo
envolvidas na ativacdo de mediadores inflamatérios, possuindo importancia
significativa na ativacao da via pré-inflamatoria. Além disso, as ERO podem estimular
a producdao e a atividade de fatores de crescimento que modulam a resposta do tecido
renal a deposicdo de colageno. O acumulo excessivo de colageno na matriz
extracelular leva ao desenvolvimento da fibrose renal. Sendo assim, o estresse
oxidativo € um fator patogénico para o inicio, desenvolvimento e progressao dos
danos renais que podem levar a doenca renal em fase terminal (GORIN, 2016;
GUIMARAES-SOUZA et al., 2015; LERMAN et al., 2009).

Dada a capacidade limitada de regeneracao do rim, a sobrevida de pacientes
com lesdo renal em estagio avancado baseia-se exclusivamente em terapias
substitutivas como dialise ou transplante, e ambos os tratamentos estdo associados
com o aumento da morbidade e mortalidade. Outro agravante é a limitada
disponibilidade de 6rgaos e necessidade de tratamento imunossupressor ao longo da

vida em casos de realizacéo do transplante. De acordo com os dados publicados pela
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Associacio Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO), o nimero de pacientes na
lista de espera excede ao numero de 6rgaos disponiveis para doacdo. Portanto, a
caréncia de 6rgaos, dentre outros fatores, limita esse tratamento e leva a necessidade
iminente do desenvolvimento de novas terapias funcionais (HERRERA & MIROTSOU,
2014; OLIVEIRA-SALES & BOIM, 2016; ZHONG, YANG & FOGO, 2017).

Nos ultimos anos a terapia celular com células-tronco mesenquimais tem se
apresentado como uma estratégia terapéutica promissora para varias doencas, entre
elas as doencas renais. Estudos pré-clinicos demonstraram efeitos benéficos de
varias populacdes de células-tronco e de fatores secretados por estas células, como
fatores de crescimento, exossomos e microvesiculas, em modelos de leséo renal,
sugerindo um efeito regenerativo no rim, em modelos de terapia celular. Analisando-
se 0 numero limitado de estratégias que controlam eficazmente a DRC e restauracao
da funcéo renal, propde-se que a terapia celular com células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo pode ser uma alternativa promissora baseada nas suas propriedades
regenerativas (LIRA et al., 2017; OLIVEIRA-SALES & BOIM, 2016; PEIRED et al.,
2016; SUZUKI et al., 2016).

O tecido adiposo apresenta-se como uma excelente fonte de células-tronco
mesenquimais uma vez que podem ser obtidas de lipoaspirados, que sao
rotineiramente descartados. Uma pequena amostra de tecido adiposo contém uma
guantidade significativa de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTA) com
grande capacidade proliferativa, o que exclui a cultura in vitro a longo prazo, reduzindo
assim o risco de anormalidades cromossO6micas. Além disso, as CTA ndo expressam
moléculas de MHC — classe I, tendo assim auséncia de rejeicdo no receptor, o que
favorece o uso em tratamentos com células alogénicas (BAJEK et al.; 2016; KOCAN
et al., 2017; PEIRED et al., 2016). Portanto, o presente trabalho se propds a avaliar a
morfologia e o status oxidativo em rim de ratos com nefropatia isquémica tratados com
CTA.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Histologia e fisiologia renal

O sistema urinario € formado por dois rins, dois ureteres, a bexiga e a uretra.
Os rins desempenham importante funcdo para a manutencdo da homeostase do
individuo por meio da filtracdo do sangue, promovendo a absorcdo e excrecdo de
agua, eletrolitos e nado eletrdlitos em excesso no organismo, bem como a eliminacdo
de residuos metabdlicos. Além disso, os rins possuem atividade enddcrina,
produzindo e secretando renina, que participa na regulacdo da presséo arterial e do
volume sanguineo; e eritropoetina, que regula a formacdo de hemécias na medula
0ssea. Participam ainda em conjunto com a pele e o figado, na ativagdo da vitamina
D3, importante para o metabolismo do calcio (CESAREO et al.,2019; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 201; ROSS, 2016; WANG & GARRETT, 2017).

Os rins estdo localizados na cavidade abdominal, no espago retroperitoneal.
Apresentam uma borda convexa e outra concava na qual se situa o hilo, por onde
entram e saem vasos sanguineos, plexo nervoso e sai o ureterer que conduz a urina
produzida no rim até a bexiga. O rim é recoberto por uma capsula de tecido conjuntivo
composto por fibroblastos, miofibroblastos e fibras colagenas, que conferem
resisténcia ao 6rgdo quando ocorrem variacdes de volume e de pressdo durante a
funcao renal. A unidade morfofuncional do rim é o ttbulo urinifero formado pelo néfron
e o tubulo coletor. Em cada rim ha cerca de 600 a 800 mil néfrons. Cada néfron &
composto por corpusculo renal, tibulo contorcido proximal (TCP), alca de Henle e
tubulo contorcido distal (TCD). Histologicamente observam-se duas regifes bem
delimitadas no rim: o cértex e a medula. No cortex localizam-se os corpusculos renais
e tubulos contorcidos proximais e distais, e a medula é composta pela alca de Henle,
tubulos e ductos coletores e uma rede especial de capilares, os vasos retos (Figura 1)
(FARRIS et al., 2016; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; LOPEZ et al.2015; ROSS,
2016 ; WANG & GARRETT, 2017).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do rim

Corplsculo renal D
Tabulo proximal
Glomérulo

e

-
233 )

Artéria aferente —
eferente —

| Tabulo
" distal

Medula

Piramide
renal

Alga de Henle

\ ~—+— Ureter

Legenda: (A) Organizacdo macroscopica do rim; (B) Detalhe das regifes cortical e medular; (C)
Destaque para o néfron com seus segmentos: corpusculo renal composto pelo glomérulo e
capsula de Bowman, Tidbulo proximal (TCP), Tubulo distal (TCD) e alga de Henle; (D)
Detalhe do epitélio da parede do TCP; (E) Esquema da regido da borda em escova do TCP
com varios transportadores envolvidos no processo de reabsorcao.

Fonte: Adaptado de WESSELY et al., 2014.

O corpusculo renal ou de Malpighi, primeiro segmento do néfron, localiza-se no
coértex e € constituido pelo glomérulo e pela capsula de Bowman que o reveste. O
glomérulo é composto por um tufo de capilares sanguineos revestidos de células
endoteliais fenestradas e células mesangiais. A capsula de Bowman apresenta duas
camadas: a parietal, formada pelo epitélio simples pavimentoso associado ao tecido
conjuntivo; e a visceral, revestida por células especializadas chamadas de podécitos,
localizadas junto aos capilares glomerulares. Entre estas duas camadas existe um
espaco capsular que recebe o ultrafiltrado glomerular que, posteriormente, segue para
0s tubulos renais. Cada corpusculo renal apresenta um pélo vascular e um polo
urinario. O pdlo vascular € a regido por onde a arteriola aferente penetra e se ramifica
para formar os capilares do glomérulo e que depois se unem novamente formando a
arteriola eferente. O polo urinério, recolhe o ultrafiltrado por meio do o TCP (Figura
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2A) (GRAHAMMER, 2017; KITCHING & HUTTON, 2016; NDISANGL, 2018; ROSS,
2016; SCOTT & QUAGGIN, 2015).

Os capilares glomerulares s&do envolvidos por células especializadas,
poddcitos, que apresentam corpo celular grande e arredondado de onde partem
ramificacbes, chamadas de prolongamentos primarios e secundarios, também
denominados de pedicelos. Estes prolongamentos se intercalam, formando
interdigitagcdes, e se ancoram externamente na membrana basal dos capilares pela
integrina a331, o principal heterodimero expresso na superficie dos podécitos. A face
interna da membrana basal glomerular (MBG) é revestida por endotélio capilar do tipo
fenestrado, que permite que o fluido passe pelas fenestras e em seguida pela MBG,
a qual impede a passagem de solutos de grande peso molecular. Depois da MBG o
fluido atravessa as fendas de filtragdo, espaco fisico entre as interdigitacdes dos
pedicelos. Nessa regido existe o diafragma da fenda, uma fina membrana que tem a
funcdo de impedir a passagem de moléculas menores do ultrafiltrado plasmatico.
Assim a barreira de filtracdo glomerular € composta por trés estruturas: endotélio
fenestrado MBG e pedicelos. (Figura 2B) (KIERSZENBAUM & TRES, 2012; LENNON
et al.,2014; NDISANGL, 2018; OVALLE & NAHIRNEY, 2008; POLLAK et al.,2014).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do corpusculo renal

Folheto
Visceral

Arteriola aferente (Podécitos)

Macula densa

/ / \ Folheto parietal

\
/ Barreira de filtragdo '
’ \
’ glomerular '
\

Células endoteliais
fenestradas
Membrana Basal Glomerular ___

Podécitos—
(Pedicelo)

Fenda de filtragdao _-
glomerular

Legenda: (A) A capsula de Bowman é revestida com o folheto parietal, que da lugar as células do tibulo
contorcido proximal no poélo urinario a direita. A esquerda, o pélo vascular do glomérulo inclui
as arteriolas aferentes e eferentes. Além disso, é ilustrada a relagéo entre essas arteriolas e
a porcao especializada do néfron distal chamada macula densa. (B) A barreira de filtragcao
glomerular é composta por endotélio fenestrado, membrana basal glomerular e poddcitos.
Fonte: Adaptado de POLLAK et al.,2014.

A barreira de filtracdo permite a livre passagem de agua e pequenos solutos
para a formacdo do ultrafiitrado, mas impede a perda de componentes importantes
como macromoléculas ou células do sangue. A MBG € composta por uma rede de
colageno tipo IV, essencial para manter a integridade da membrana e atuar como uma
barreira fisica; laminina e fibronectina, que atuam na associacdo da MBG das células
endoteliais com os poddcitos; bem como os proteoglicanos de heparam sulfato, como
a agrina e o perlecam, que impedem a passagem de moléculas de carga negativa,;
além do nidogénio e entactina. S&o componentes do diafragma da fenda de filtracédo
a nefrina, podocina, a-actinina-4, INF2 e TRPC6, que interagem com os pedicelos e

com a fenda glomerular, sendo responsaveis pela integridade da estrutura podocitaria,
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e consequentemente, pelo funcionamento adequado da barreira de filtragdo (Figura
3) (GRAHAMMER, 2017; LENNON et al., 2014; ROSS, 2016).

Figura 3 - Principais componentes moleculares dos pedicelos e diafragma da fenda

Legenda: Podécitos interdigitantes de células vizinhas formam o diafragma de fenda que é composto
de nefrina. A podocina ajuda a regular o trafico de nefrina para o diafragma da fenda. As
proteinas a-actinina-4 e INF2 desempenham papéis importantes na manutencdo do
citoesqueleto de actina, enquanto as integrinas ajudam a ancorar os pedicelos na membrana
basal glomerular

Fonte: Adaptado de POLLAK et al.,2014.

A nefrina e a podocina sdo expressas apenas no poddcito, sendo a podocina,
uma proteina importante no recrutamento de outras proteinas, além de facilitar a
sinalizacéo celular da regido. A nefrina € uma proteina transmembrana dos pedicelos
gue se ancora aos filamentos de actina através da podocina., com isso a nefrina
mantém a estabilidade do citoesqueleto e, consequentemente, a integridade da
estrutura do poddcito, além de atuar retardando a passagem de moléculas. Alteracdes
nas proteinas reguladoras de actina amplamente expressas a-actinina-4 e INF2 levam
a disfuncao podocitaria. Assim como, mutacdes no canal catibnico TRPC6 causam
uma forma autossdmica dominante fenotipicamente semelhante a glomeruloesclerose
segmentar focal. J& modificacBes na nefrina podem causar a sindrome nefrética
congénita, e uma reducao da sua expressao parece estar associada a proteindria,
provocada por danos aos poddcitos, como ocorre na doenca renal cronica (BARTON
et al., 2015; GRAHAMMER, 2017; LENNON et al., 2014; ROSS, 2016).
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No corpusculo renal, ainda podem ser encontradas as células mesangiais que
sao células intimamente associadas a MBG dos capilares glomerulares. Produzem
matriz mesangial extracelular, que fornece sustentacdo estrutural aos poddcitos e
mantém a integridade do glomérulo. Sintetizam e secretam diferentes moléculas
bioativas como prostaglandina, endotelina e agentes vasoativos, além de processar,
por endocitose, proteinas plasmaticas e remover residuos retidos na MBG.
Apresentam propriedades contrateis que contribuem para o controle da taxa de
filtracdo glomerular, por meio da ativacdo de receptores para angiotensina Il e
aldosterona. Evidéncias apontam que a lesdo podocitaria provoca alteragbes nas
células mesangiais, levando a proliferacdo destas células, perda da matriz mesangial,
seguida de deposicdo excessiva de matriz extracelular, producdo de citocinas
inflamatorias, moléculas de adesado, quimiocinas e enzimas as quais participam do
processo de fibrose glomerular renal. Portanto, as células mesangiais atuam na
regulacao funcional e no remodelamento do tecido renal (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013; KURIHARA & SAKAI, 2017; ZHAO, 2019).

O segundo segmento do néfron € o TCP que possui parede formada por tecido
epitelial cubico simples com borda em escova. As células do TCP apresentam
microvilosidades no dominio apical e citoplasma de aspecto acidofilo devido a grande
guantidade de mitocéndrias alongadas e dispostas longitudinalmente nas
invaginagdes da membrana plasmatica do dominio basal, criando um padrédo de
estriacOes basais. (Figura 4A). As mitocdndrias produzem energia necessaria para a
reabsorcdo de ions por transporte ativo. O grande aporte mitocondrial torna o TCP
particularmente vulneravel a lesdes obstrutivas e isquémicas, por ser suscetivel a
interferéncia nas vias oxidativas e metabdlicas, que resultam em morte celular e
fibrose caracteristica em doencas renais crbnicas. O ultrafiltrado recolhido na capsula
de Bowman é transportado para o TCP, onde ocorre reabsorcéo de cerca de 70% da
agua, ions sodio (Na+t) e cloreto (Cl-), e excrecdo de residuos do metabolismo, como
a creatinina, a ureia e acido urico. (CHEVALIER, 2016; GEWIN, 2018; ROSS, 2016;
SEKI et al.2015).

A alca de Henle é o terceiro segmento do néfron, crucial para a producdo de
urina hipertdnica, retendo a agua conforme as necessidades do organismo. E
composta por um ramo descendente e de um ramo ascendente (Figura 4B). Em cada
ramo observa-se um segmento espesso, que apresenta epitélio cubico simples, e um

segmento delgado, epitélio pavimentoso simples. E nesse componente do néfron


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chevalier%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27194714
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onde ocorrerd a maior parte da concentragdo da urina, por meio da reabsorcdo de
agua. Também ocorre o controle de calcio, magnésio, bicarbonato e de aménia
(GRAHAM et al., 2017; MOUNT 2014; ZACCHIA et al.,2018).

O TCD compreende a porcéo final do néfron, formado por epitélio cubico
simples, sem borda em escova, impermeavel a 4gua e a ureia, que se localiza entre
a macula densa e o tubulo coletor (Figura 4C). Embora seja o segmento mais curto
do néfron, desempenha um papel critico em uma variedade de processos como a
reabsorcdo de cloreto de sodio, secrecdo de potassio e homeostase sistémica do
célcio e magnésio. Na porcao inicial deste tubulo, adjacente ao corpusculo renal e
préximo as arteriolas aferente e eferente, existem algumas células colunares com
polaridade invertida, chamadas de méacula densa (MCCORMICK & ELLISON, 2015;
SUBRAMANYA & ELLISON, 2014).

Figura 4 — Tubulos renais
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Legenda:(A) Corte histolégico do cortex renal mostrando os tubulos contorcidos
proximal (TCP) e distal (TCD) préximo ao corpusculo renal (CR); (B) Corte
histolégico da medula renal mostrando os TCP, TCD e alga de Henle (AH);
(C) Esquema do tabulo urinifero e sua morfologia em corte transversal.

Fonte: FERNANDES, 2017 e GARTNER & HIATT, 2011.
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As células da macula densa sado altas e estreitas localizadas bem préximas
umas das outras outras, com nucleo mais proximo do lumen e Golgi situado entre o
nacleo e a superficie basal da célula. Essas células possuem contato direto com as
células justaglomerulares, que séo células musculares lisas localizadas na parede das
arteriolas aferentes, produtoras de renina. Preenchendo o espaco triangular formado
entre a macula densa e arteriolas aferente e eferente localiza-se as células
mesangiais extraglomerulares que com a macula densa e células justaglomerulares
constituem o aparelho justaglomerular, que esta envolvido no processo de
autorregulacgéo do fluxo sanguineo renal e de filtracdo glomerular (DE MORAES et al.,
2018; GARTNER & HIATT, 2011; MARTINI & DANSER, 2017; NISHIMURA. 2017).

A funcéo do aparelho justaglomerular esta diretamente ligada a atividade do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que desempenha papel importante
na homeostase cardiovascular, na regulacdo dos fluidos corporais e no balango
eletrolitico e recentemente foi implicado como regulador metabdlico. E essencial para
a manutencao da pressao arterial sistémica (PAS). Quando ocorre uma reducéo do
volume vascular e, assim, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e da
concentragcdo de Na+Cl no filtrado, as células da mécula densa detectam a reducéo
de Na+Cl e sinalizam a liberacéo de renina pelas células justaglomerulares por meio
da producao de prostaglandinas e 6xido nitrico (DE MORAES et al., 2018; MARTINI
& DANSER, 2017; WANG et al., 2014).

A renina catalisa a hidrélise do angiotensinogénio, liberado pelo figado no
plasma, produzindo angiotensina | (Ang 1), que por sua vez é convertida em
angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora de angiotensina (ECA), presente nas
células endoteliais dos capilares pulmonares e no rim. A Ang IlI, principal peptideo
efetor do SRAA, exerce seus efeitos através dos receptores ligantes que podem ser
de dois tipos o (AT1R) e o (AT2R), que possuem efeitos opostos. Ao se ligar ao
receptor AT1R estimula a secrecdo de aldosterona pelo cértex da supra-renal
(adrenal), que age nos tubulos coletores para aumentar a absorcdo de Na* Cl- e agua,
elevando o volume sanguineo e consequentemente, elevando a PAS. Além disso, a
Ang Il induz vasoconstricdo sistémica e ativa o sistema nervoso simpatico (SNS)
(Figura 5). Portanto, uma vez o SRAA em desequilibrio, ha o desenvolvimento de
hipertensédo, que quando persistente, leva a danos renais, ao desenvolvimento da
DRC e ao risco de eventos cardiovasculares (DE MORAES et al., 2018; MARTINI &
DANSER, 2017; NISHIMURA. 2017; ZANG et al.,2017).
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Figura 5 — Esquema do sistema renina-angiotensina-aldosterona
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Legenda: Com a reducéo do volume sanguineo e pressao arterial, as células justaglomerulares secretam
renina, que atua sobre o0 angiotensinogénio, liberado pelo figado, convertendo-o em angiotensina
I. Nos pulmdes a angitensina | é convertida pela enzima convertora de angiotensina (ECA) em
angiotensina ll, que promove a vasoconstricdo e liberacdo de aldesterona pela adrenal, horménio
gue promove a absorcao de Na+ e agua, com consequente aumento do volume sanguineo que
associado a vasoconstricdo promovem a elevacéo da pressao arterial.

Fonte: Adaptado de https://www.pinterest.se/pin/743094007252617200/ Acesso em 20 de dez. de 2019.

1.2 Doencga renal isquémica

A doenca renal isquémica (DRI) é caracterizada por reducdo de fluxo
sanguineo em um ou ambos os rins, sua prevaléncia é crescente e associada a
estenose da artéria renal (EAR) como consequéncia das elevadas taxas de idade
avancada, obesidade, diabetes, dislipidemia, tabagismo e doencas cardiovasculares.
A doenca aterosclerdtica é a causa mais comum de estenose, representando 90% de
todas as lesGes das artérias renais e predomina em pacientes do sexo masculino com
mais de 50 anos de idade. A displasia fibromuscular € outra condi¢do que proporciona
a EAR, representando 9% dos casos, principalmente em pacientes do sexo feminino

e jovens entre 15 e 40 anos de idade. O 1% restante correspode a trauma mecanico
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na regido (CHADE, 2018; HAGEMANN et al., 2014; HERRMANN & TEXTOR, 2019;
OLIVEIRA-SALES & BOIM, 2016; SALAME et al.,2012).

A EAR pode se manifestar por meio de duas condi¢cdes clinicas distintas e
independentes entre si: a hipertenséo renovascular (HRV) e a nefropatia isquémica
(NI). A hipoperfusdo renal resulta na liberacdo de renina pelas células justa
glomerulares, e consequente ativacdo do SRAA ja descrito, promovendo assim a
HRV. Essa cascata de eventos, também leva a liberacao de citocinas inflamatérias e
fibrogénicas, como o TGF- que atua no desenvolvimento da fibrose a qual acarreta
a perda da funcéo renal resultando na nefropatia isquémica (BEZERRA et al., 2016;
GEWIN et al., 2017; HERRMANN & TEXTOR, 2019; SCHOEPE et al.,2017; SPARKS
et al.,2014).

A EAR prolongada ativa vias complexas e interligadas, que podem agravar o
dano renal, com perda de massa funcional, resultando em atrofia renal, perda
microvascular, estresse oxidativo e inflamacgéo cronica, que séo efeitos da ativacao
de citocinas pré-inflamatdrias ao aumento dos mediadores inflamatérios NF-K e TNF-
o, que potencialmente levam a fibrose renal, que constitui destino final e comum da
doenca renal cronica (Figura 6). Independentemente da etiologia, frequentemente
agrava para doenca renal terminal, que estd relacionada a grandes taxas de
morbimortalidade, em virtude da sua associa¢&o a doencas cardiovasculares. E uma
condicdo que gera altos custos para saude publica devido a falta de estratégias
terapéuticas eficazes para curar ou retardar a progresséo da doenca, fazendo com
gue o paciente necessite de terapias substitutivas como didlise e transplante renal em
estagios avancados (CHADE, 2018; DALOUL & MORRISON, 2016; DUANN & LIN,
2017; LERMAN et al., 2009; HERRMANN & TEXTOR, 2019; ROMAGNAN et al.2017;
ZHANG, et al., 2016).
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Figura 6 - Interagéo de vias pelas quais a aterosclerose pode agravar a leséo renal
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Legenda: A angiotensina Il e as espécies reativas de oxigénio (ERO) regulam a expressao de
trombospondina (TSP), fator de crescimento transformador (TGF) -B e inibidores teciduais
das metaloproteinases da matriz (TIMP), levando a uma diminuicdo das metaloproteinases
da matriz (MMP), acumulo de matriz extracelular e fibrose. Respostas imunes e mediadores
inflamatérios, como fator nuclear kappa B (NFkB), proteina quimioatraente de mondcitos
(MCP -1) e fator de necrose tumoral (TNF-a), contribuem para aumentar o estresse
oxidativo, formagéo de LDL-oxidado (LDL-OX), e fibrose. As ERO também eliminam o 6xido
nitrico (NO) para formar peroxinitrito (ONOO-), induzindo assim disfuncéo endotelial e perda
dos efeitos vasoprotetores do NO. Mecanismos semelhantes levam a perda microvascular.

Fonte: Adaptado de LERMAN et al.,2009.
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Os tratamentos disponiveis para EAR incluem vigorosa reducdo do risco
aterosclerético como controle da pressao arterial, uso de estatinas para reducao da
dislipidemia, controle da glicemia, controle do tabagismo e uso de aspirina. A terapia
anti-hipertensiva que consiste na utilizacao de agentes bloqueadores do SRAA, como
inibidor da enzima de conversdo de angiotensina ou terapia com bloqueadores dos
receptores de angiotensina (BRAS), apresenta efeitos controversos e nao responsivos
em todos os pacientes. Em pacientes com EAR de maior risco séo utilizados stents
para revascularizagdo renal, que ndo proporciona efeitos benéficos e consistentes na
funcéo renal, principalmente quando o dano renal ja estd bem estabelecido. Nesse
caso, terapias direcionadas ao tratamento da inflamacdo possuem resultados
satisfatorios na preservacao da estrutura e fungéo renal (EIRIN, TEXTOR & LERMAN,
2019; HERRMANN & TEXTOR, 2019; HOLZGREVE, 2016; OLIVEIRA-SALES et
al.,2015; SAAD et al., 2015; VASSALLO et al., 2017).
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1.3 Estresse oxidativo e doenca renal

Durante o metabolismo do oxigénio e do nitrogénio diversas moléculas
biologicamente reativas sdo produzidas de forma continua pelas células. As espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitogénio (ERN) séo
indispensaveis na regulacéo e sinalizacdo de varias funcdes celulares. No entanto,
com estimulo inadequado, a homeostase redox pode ser destruida, induzindo a uma
série de reacdes prejudiciais que levam a condi¢des patoldgicas, onde as ERO
estabelecem ligac6es com componentes celulares pelas reacfes de 6xido-reducao,
gue promovem alteracdes bioquimicas e perda de funcdo celular. Para protecédo do
organismo, o nivel de espécies reativas € mantido em equilibrio por mecanismos de
defesas antioxidantes, que neutralizam a acdo deletéria dessas moléculas. O
desiquilibrio entre a producédo de ERO e as defesas antioxidantes leva o organismo
ao estresse oxidativo. O efeito do estresse oxidativo ao organismo € o dano oxidativo.
(CAMPOS & LEME, 2018; DA COSTA, 2012; GUIMARAES-SOUZA et al.,2015;
KATTOOR et al., 2017; SIES, 2015; SOUSA et al., 2019).

Existem quatro principais fontes de ERO no organismo, todas envolvidas em
doencas renais, a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase; as
mitocondrias; o oxido nitrico sintases (NOS) e xantina oxidades. Na fosforilacdo
oxidativa, que ocorre na respiracdo celular aerdbia, ocorre a reducdo do oxigénio
molecular na mitocondria com a formacédo de dgua, assim como a formagéao de varias
ERO com destaque para o radical superoxido (Oz2™), o radical hidroxila ("OH), e o
peroxido de hidrogénio (H202), que por ser uma molécula mais estavel, ndo &€ uma
espécie reativa. (FISCHBACHER et al.,2017; LIPINSKI, 2011; SU et al.,, 2019;
TOGLIATTO et al.,2017).

O tipo de mecanimos de leséo celular provocada é atribuido a toxicidade de
cada espécie reativa. O 02, séo consideradas espécies pouco reativas,
principalmente em reacées aquosas. E impermeavel a membrana, porém pode utilizar
canais i0nicos para atravessar membrans celulares. Quando produzido em excesso,
reage com o oxido nitrico (NO), produzindo peroxinitrito (ONOO"), que é uma ERN,
potente que converte residuos de tirosina em 3-nitrotirosina, além disso pode causar
fragmentacdo do DNA e oxidacao lipidica (CAMPOS & LEME, 2018; DA COSTA,
2012, SU et al., 2019).
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O H202, € um subproduto da respiracao celular, que pode atravessar facilmente
as membranas celulares por ser lipossoluvel .apesar de ndo ser uma espécie reativa,
possui efeito extremamente deletério ao organismo, uma vez que pode gerar radicais
OH", na presenca de ions ferro, e ainda pode realizar ligagcbes com proteinas
carreadoras de ferro, potencializando seu carater oxidativo (CAMPOS & LEME, 2018;
DA COSTA, 2012).

O 'OH é extremamente reativo, possuindo alto potecial deletério para as
membranas celulares, ao se ligar com metais ou outros radicais pode gerar danos ao
metabolismo celular, incluindo mutagbes no DNA por alteracdo em bases
nitrogenadas, inativacéo de proteinas e enzimas devido a ligagcdes com grupamentos
proteicos sulfidrilas e pontes dissulfeto, além de iniciar a oxidacdo de acidos graxos
em membranas celulares, que leva a peroxidacéo lipidica que ocasiona a perda de
seletividade da membrana comprometendo a fungéo celular (CAMPOS & LEME,
2018; DA COSTA, 2012).

O mecanismo de defesa antioxidante do organismo é composto por agentes
antioxidantes enziméticos e ndo-enziméticos. Os antioxidantes enziméticos sao
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD é
a principal enzima antioxidante para remocdo de superdxido ela catalisa a
desmutacdo de Oz em H202, que sera posteriormente convertido em agua e oxigénio
pela CAT ou GPx (Figura 7). A vitamina A (Beta Caroteno),vitamina C (acido
ascorbico) e vitamina E (Alfa tocoferol), Cobre, Zinco, Manganés e Selénio compdem
as subtancias antioxidantes ndo-enzimaticas (AMORIM et al.,2019; CAMPOS &
LEME, 2018; GUIMARAES-SOUZA et al., 2015, KEHRER & KLOTZ, 2015;
TOGLIATTO et al.,2017).
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Figura 7 — Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante enziméticos
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proteinas,
lipideos e DNA.

Legenda: Insultos podem aumentar a producéo de EROs no citoplasma e nas mitocéndrias. A NADPH
oxidase também contribui para a produ¢do de EROs. A producéo de EROs pode causar
danos as proteinas, lipideos e DNA da célula. As EROs ativam o fator nuclear 2 relacionado
ao eritroide (NRF2), que se transloca o ndcleo para ativar a transcricdo de genes que
codificam a superdxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A
SOD reduz os anions superéxido em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (02). A CAT
encontrada no citoplasma, e a GPX, localizada no citoplasma e mitocondrias, reduzem o
H202 em agua (H20). A GPX também oxida a glutationa (GSH) resultando em dissulfeto de
glutationa (GSSG), como um subproduto da reduc¢édo do peroxido de hidrogénio na dgua. O
GSSG nas mitocondrias é convertido novamente em GSH pela glutationa redutase (GR) na
presenca de NADPH.

Fonte: Adaptado de AMORIM et al.,2019.

O rim é um orgdo vital envolvido em varias funcdes responsaveis pela
manutencdo da homeostase do organismo como equilibrio acido-base e eletrdlitos,
regulacéo da presséao arterial, reabsorcdo de nutrientes e secrecdo hormonal. Para
atender a demanda energética necessaria para a realizacdo das suas fun¢des o rim
possui muitas mitocéndrias, sendo assim um orgdo particularmente sensivel ao
desequilibrio redox resultante da producao excessiva de ERO. O estresse oxidativo
um dos principais componentes que contribuem para a fibrose renal, que é um fator

comum que leva a doenga renal terminal, sendo assim importante para o inicio,
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desenvolvimento e progressdo da maioria das doengas renais agudas e crbnicas
(AMORIM et al.,2019; BHARGAVA et al.,2017; DUANN & LIN, 2017; GORIN, 2016;
SU et al., 2019).

Na doenca renal isquémica ocorre a superativacdo do SRAA, que leva a sintese
exacerbada de Ang Il, que induz o aumento da pressdo arterial sistémica e
intraglomerular. A HRV acarreta injuria celular que leva ao aumento das ERO, assim
como a niveis elevados de Ang Il promovem a ativacdo de (NADPH) oxidase. A
identificacdo de subunidades homdlogas a gp91phox resultou na formacédo da familia
Nox que é composta por sete integrantes, que sdo responsaveis por regular alguns
processos biologicos, além de serem fonte de producdo de ERO (AMORIM et al.,
2019; ILATOVSKAYA et al., 2018; JHA et al.,2016; MENG et al., 2018; RAJARAM et
al., 2019; WAN et al.,2016)

A familia Nox é composta por sete membros, sendo a Nox4 expressa
principalmente no rim e esta envolvida no progresso de muitas patologias renais. Sua
ativacdo anormal induzida por Ang Il resulta em superproducédo e acumulo de H20z,
gue por sua vez ativam o0s canais TRPC6 e estimulam o influxo de calcio para as
células provocando a hipertrofia, fusdo podocitaria e apotose, sendo o EO uma
condicdo importante na progressédo da doenca renal (AMORIM et al., 2019;
ILATOVSKAYA et al., 2018; JHA et al.,2016; MENG et al., 2018; RAJARAM et al.,
2019; SU et al., 2019; WAN et al.,2016)

1.4 Terapia celular com células-tronco

Na era da medicina regenerativa, a terapia com células tronco (CT) vem sendo
muito utilizada como recurso terapéutico para regenerar 6rgaos e tecidos lesionados
em varias doencas; além do uso em crescente expansao na bioengenharia com a
criacdo de o6rgdos e tecidos artificiais. As CT sao células indiferenciadas com
capacidade proliferativa ilimitada e caracterizadas por sua habilidade de auto
renovacao e diferenciagdo em diversos tipos celulares (BEHR et al., 2010; DUSCHER
et al., 2016; MATAI et al., 2020; PINHEIRO et al.,2019).

O potencial terapéutico das CT reside na sua capacidade de secretar citocinas,

fatores de crescimento, enzimas, microvesiculas / exossomos e material genético,
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além de exibirem propriedades imunomodulatérias, que ajudam no reparo e
regeneracdo de tecidos lesados. As CT podem ser classificadas quanto a sua
plasticidade e origem. Em relacao a plasticidade podem ser totipotentes, pluripotentes,
multipotentes e unipotentes e em relagdo a origem podem ser embrionarias ou adultas
(Figura 8) (DUSCHER et al., 2016; ELLISON-HUGHES & MADEDDU, 2017; MIRZAEI
et al., 2018).

Figura 8 - Classificacdo das células-troncos quanto a plasticidade e origem
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Legenda: Quanto a plasticidade sdo classificadas em totipotentes, pluripotentes, multipotentes e
unipotente e quanto a origem em embrionarias e adultas. (MCI): massa celular interna.
(iPSC): Células-tronco de pluripoténcia induzida.

Fonte:Adaptado de THONG et al., 2019.

Séo classificadas com CT totipotentes, as células capazes de originar todos 0s
tipos celulares embrionarios e extraembrionarios, correspondendo a célula-ovo
(zigoto) e as resultantes das primeiras clivagens. As CT pluripotentes sdo células
derivadas da massa celular interna do blastocisto, que sao capazes de gerar todos os
tecidos derivados dos trés folhetos embrionarios do organismo: endoderma,
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ectoderma e mesoderma. AS CT multipotentes possuem capacidade de diferenciacéo
limitada a uma camada germinativa. Ja as CT unipotentes apesar de potencial de
diferenciagao limitado, restrito a um unico tipo celular, sdo candidatas ao tratamento
de véarias doencas (ALISON & ISLAM, 2009; RAJABZADEH et al., 2019;
ZAKRZEWSKI et al.,2019).

E possivel induzir células diferenciadas a se tornarem pluripotentes novamente
por meio de manipulacdes genéticas, sendo estas denominadas de células-tronco de
pluripoténcia induzida (iPSC), que podem dar origem a todos os tipos celulares de um
organismo. Takahashi e Yamanaka (2016) realizaram experimentos pioneiros, onde
demostraram que fibroblastos de camundongo poderiam se desdiferenciar por
transferéncia nuclear, fusdo celular ou manipulacdo genética. A reprogramacao
celular para obtencéo das iPSC permitiu uma melhor compreensao sobre os pontos-
chave epigenéticos de pluripoténcia e carcinogénese (RAJABZADEH et al., 2019;
TAKAHASHI & YAMANAKA; 2013; ZAKRZEWSKI et al.,2019).

As CT podem ser classificadas quanto a origem em embriondrias e adultas as
CT embrionérias séo derivadas da massa celular interna do blastocisto que podem
proliferar-se indefinidamente preservando sua pluripoténcia, mesmo in vitro. Dessa
forma, estas células apresentam-se como as mais promissoras para a medicina
regenerativa, estimulando a bioengenharia tecidual. Entretanto, por varias questdes,
principalmente éticas, 0 seu uso € restrito. A aplicabilidade clinica oferece riscos, uma
vez que podem levar a formacdo de tumores (teratoma) e a rejeicdo imunoldgica
(DAMDIMOPOULOU et al., 2016; ROMITO & COBELLIS; 2016; TORRES CRIGNA et
al.,2018).

As CT adultas ou células-tronco residentes sdo células indiferenciadas
localizadas em nichos num 6rgdo ou organismo, S80 responsaveis por manter as
necessidades fisiologicas de homeostase e variagdes organicas no crescimento,
maturacao, reproducdo e senescéncia. Essas CT possuem a capacidade de se auto
renovar e se diferenciar em limitados tipos celulares. Acredita-se que a sua principal
funcdo seja substituir, seguindo os limites de regeneracao de cada tecido, as células
especializadas mortas por envelhecimento, lesédo ou doenca. Estéo distribuidas pelo
organismo adulto em varios tecidos e 6rgaos como: Intestino, pele, musculos, cérebro.
coracao, sangue periférico, rim, vasos sanguineos, polpa dentaria, figado, epitélio do
ovario e testiculos, medula 6ssea e tecido adiposo (Figura 9). Sdo frequentemente

multipotentes e sua linhagem leva a progenitores unipotentes para células
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diferenciadas terminais. As células-tronco hematopoiéticas (CTH) e mesenquimais
(CTM) sdo amplamente estudadas e utilizadas na pratica clinica e na pesquisa basica,
por serem retiradas com certa facilidade do tecido adulto de um doador (GURUSAMY
et al.,2018; STONESIFER et al., 2017; TWEEDELL, 2017).

Figura 9 - Fontes de células-tronco adultas

Musculo

Tecido

= ‘ adiposo
> <

1 "QCé,e.,,o

Ossos Longos

Rins

\i

P
Costelas e : ' ;olpta' .
Esterno Coracdo Figado AR
Intestino
Colheita de tecido
Isolamento células-tronco
Cultura celular _ Expansdo celular e diferenciacdo

cﬁs» ey

Terapia Celular

Legenda: As células-tronco adultas podem ser obtidas de diferentes fontes como:
musculo, pele, ossos longos, costela e esterno, coracao, tecido adiposo,
cérebro, rins, polpa dentéria, intestino e figado. Apds colheita do tecido é
realizado o isolamento das células-tronco para expanséo e diferenciagdo
celular para uso futuro das células em terapia.

Fonte: Adaptado de UDE et al., 2018.
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1.5 Células-tronco de tecido adiposo

O tecido adiposo (TA) é responsavel pela reserva energética e homeostase
térmica do individuo; oferece protegdo mecanica contra choques e traumatismos
externos e estética visceral. Possui importante funcado endocrina atuando na secrecao
de adipocinas, citocinas, quimiocinas e horménios que regulam uma variedade de
processos metabolicos e fisioldgicos. O TA é classificado em branco e marrom. Em
mamiferos, o tecido adiposo predominante é o branco, ja o tecido adiposo marrom
estd presente em recém-nascidos, e praticamente ausente em adultos. O tecido
adiposo branco esta distribuido em depdsitos de gordura: visceral (tecido proximo ou
mesmo no interior das visceras da cavidade abdominal), subcutanea (abaixo da pele
nas regides abdominal, glutea e femural) e intramuscular. Existem ainda diferencas
guanto a funcionalidade e o metabolismo que variam de regido para regiao de maneira
gue o TA apresenta ligacdo direta com patologias associadas a obesidade, como a
resisténcia a insulina e a sindrome metabodlica. O tecido adiposo é formado por células
especializadas no armazenamento de lipidios, os adipdcitos, que se encontram
inseridos numa matriz de tecido conjuntivo frouxo que abriga também pré-adipocitos,
células-tronco multipotentes, células endoteliais, pericitos, macrofagos, linfécitos,
eosinofilos, neutrdfilos e células progenitoras hematopoéticas (Figura 10) (BAJEK et
al.,2016; BAPTISTA et al., 2015; CIUFFI et al., 2017; ZUTTION et al., 2013).

Figura 10 - Composicao celular do tecido adiposo
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Legenda: Composicéo do tecido adiposo.

Fonte: Adaptado de
http://www.jlimblengthrecon.org/viewimage.asp?img=JLimbLengthenReconstr_2017_3_1_4_202207_f2.jp
g Acesso em 10 de jan. de 2020.
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As células-tronco de tecido adiposo (CTA), foram isoladas de humanos pela
primeira vez em 2001 e compdem um dos diversos tipos de células-tronco
mesenquimais (CTM) presentes no organismo. Sua facil obtengdo associada ao alto
rendimento, tornaram essas células muito atraentes para o0 uso na medicina
regenerativa. O isolamento das CTA pode ser realizado através de lipoaspirados
obtidos de doadores ou do proprio paciente. Em 1g de tecido adiposo o niumero de
CTA obtidas varia entre 0,5 X 10% e 2 X 10° esse alto rendimento exclui a necessidade
de manutencdo da cultura in vitro a longo prazo, o que reduz 0s riscos de
anormalidades cromossémicas. Tais propriedades ascenderam as CTA nos ultimos 5
anos como excelente alternativa ao uso das células-tronco obtidas de medula 6ssea
(BAJEK et al., 2016; KIM & JEONG, 2014; KOCAN et al., 2017; SHEYKHHASAN, et
al., 2019; ZUK et al., 2001).

Uma vez que as CTA sdo células mesenquimais, elas apresentam
caracteristicas comuns as CTM atendendo aos critérios impostos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular tais como : aderéncia ao plastico in vitro, expressao
positiva para os marcadores de superficie: CD105, CD73 e CD90 e auséncia dos
marcadores de superficie: CD45, CD34, CD11b, CD14, CD79a. CD19 e HLA-DR,
além de possuir a capacidade de diferenciagéo in vitro em osteoblasto, condrocitos e
adipécitos. Nao existe um marcador especifico de CTA, porém trabalhos anteriores
indicam que CTA humana sdo CD34 positivas e CD31 negativas, porém o marcador
CD34 é perdido ao longo do cultivo celular e ainda apresentam a expressao dos
seguintes marcadores: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49b, CD49e, CD54,
CD55, CD59, CD106, CD146 e CD166 além dos demais ja citados. Sabe-se que o
perfil de marcadores varia entre as espécies e de acordo com o procedimento de
isolamento e cultivo celular (MIRZAEI et al., 2018; SCHERBERICH et al., 2013;
SOBHANI et al., 2017; ZHUANG et al., 2019).

As CTA secretam fatores bioativos que estimulam a proliferagdo celular,
diferenciacdo, e a migracdo de varios tipos celulares, como fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais, além de possuirem a capacidade de fornecer fatores protetores
que podem reduzir a apoptose, fibrose, inflamacéo e estresse oxidativo. E o tipo
celular mais indicado para promover a angiogénese, pois expressam niveis mais altos
de fatores paracrinos angiogénicos, secretam também fatores que podem suprimir o
sistema imunoldgico, fatores anti-inflamatorios, fatores de crescimento e uma

variedade de citocinas e quimiocinas entre outras. Sabe-se que o perfil de secrecéo
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de citocinas varia de acordo com o local do qual as células sédo obtidas (Figura 11).
Diante de tais propriedades, essas células tém sido utilizadas terapeuticamente em:
lesbes como feridas, doencas respiratorias, doencas dos 0ssos e cartilagens, doenca
de Crohn, doenca neurologica, doenca renal, doencas cardiacas, disfuncbes
uroldgicas e cirurgia plastica. (BAJEK et al.,2016; KOCAN et al., 2017; KOKAI et al.,
2014; LI & HUA et al., 2017; SHEYKHHASAN, et al., 2019).

Figura 11 - Fatores troficos liberados pelas células-tronco de tecido adiposo
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Legenda: Sao fatores troficos liberados pelas CTA: quimiocinas, fatores de crescimento, citocinas
pré-inflamatérias e anti-inflamatérias, fatores pro-angiogénico, anti-apoptotico e
cicatrizantes.

Fonte: Adaptado de KOCAN et al., 2017.

Mesmo com todas as vantagens atribuidas as CTA, alguns problemas precisam
ser superados para que seu uso na clinica seja intensificado. Entre eles esta a
padronizacao do protocolo de isolamento, uma vez que a viabilidade, rendimento e
crescimento das células sédo afetados pelo tipo de procedimento de coleta. As CTA
sao influenciadas por fatores externos que podem ocorrer tanto in vivo quanto in vitro.
Células obtidas de individuos obesos possuem fenotipo alterado devido a exposicao
ao microambiente do tecido adiposo subcutaneo inflamado, assim como doencas

cronicas como o diabetes podem interferir na fungéo das células. Diferentes métodos
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de cultivo podem alterar o fenétipo das células. Além disso, o nimero de células
necessario para tratamento em humanos assim como as vias de administracdo e
frequéncia da administracdo precisam ser padronizados (BAPTISTA et al., 2015;
HASSANSHAHI et al., 2019; KOCAN et al., 2017).

1.6 Células-tronco de tecido adiposo e reparo renal

A progressao tanto da doenca renal aguda quanto da doenca renal crbnica
resultam, inevitavelmente, na morte celular e acimulo de matriz extracelular que
constitui a fibrose renal, muito caracteristica na doenca renal terminal. Houve um
progresso significativo no uso de células-tronco mesenquimais para impedir danos
renais e muitos estudos tém utilizado as CTA, em virtude das propriedades
compartilhadas entre as CTM como a capacidade de promover a regeneracao e
remodelacéo tecidual, que podem impedir o agravamento da doenca renal por meio
do bloqueio ou reversédo do processo de fibrose renal, diminuir danos por estresse
oxidativo, bloguear a apoptose, além de exercer a imunomodulacdo e imossupressao,
favorecer a angiogénese e estimulo a diferenciacdo e proliferacdo das células
progenitoras renais. (Figural2) (MARCHEQUE et al.,, 2019; PEIRED et al., 2016;
WANG & SUN, 2018).
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Figura 12 - Propriedades das células-tronco mesenquimais em doencas renais
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Legenda: As células secretam fatores solUveis ou microvesiculas
gue podem exercer uma série de acdes regenerativas
através de mecanismos paracrinos que induzem a
proliferacdo e diferenciacdo de células residentes,
angiogénese, imunossupressdo e imunomodulacéo.
Impedem a apotose, fibrose e estresse oxidativo

Fonte: Adaptado de PEIRED et al., 2016.

Os estudos terapéuticos pré-clinicos aplicam-se na lesdo renal isquémica
aguda, transplante renal, lipus e nefropatia diabética, porém os testes em modelos
de lesdo renal aguda apresentam resultados mais promissores. Seu uso no apoio ao
transplante renal tem crescido uma vez que secretomas liberados pelas células atuam
impedindo a rejeicdo do rim transplantado. Efeitos adversos foram relatados apos
administracdo intravenosa de doses extremamente altas, em paciente crénico, que
apresentava intensa deterioracéo renal (KIM et al., 2017). Dados na literatura mostram
que a infusd@o das CTA sistémica foi viavel, segura e com reducéo de proteinuria (um
marcador de progressao do dano renal) em 83% dos pacientes estudados (BOCHON
et al.,2019; MARCHEQUE et al., 2019; SHEASHAA et al., 2016; SONG et al., 2017;
VILLANUEVA et al.,2019). Resultados favoraveis foram observados ainda em trabalho

gue usou vesiculas extracelulares em rim de porcos com estenose, cujos resultados
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mostraram que as vesiculas atenuaram a inflamacé&o, com melhora da oxigenacao na
medula e cértex, assim como da funcédo renal e fibrose, além de aumentarem o
namero de macréfagos e expressao de IL-10, sugerindo que as propriedades anti-

inflamatdrias se mantem mesmo sem o uso direto das células (EIRIN et al., 2017).

Atualmente, seis ensaios clinicos ativos estdo registrados no Clinical Trials on-
line! utilizando as CTA na doenca renal. A pesquisa clinica encontra-se focada na
doenca renal crénica, nefropatia diabética e estenose da artéria renal com hipertensao
renovascular. A maioria dos estudos estdo nas fases 1 e 2 e se concentram nos
Estados Unidos. Pode-se observar um forte direcionamento da pesquisa no uso de
CTA associado a diversas drogas. Uma pesquisa avalia o uso autélogo das CTA em
altas e baixas doses, sendo essa uma investigacdo muito importante, uma vez que o
desconhecimento da dosagem ideal € um grande empecilho para o seu uso na clinica
(QUADROLY).

Quadro 1 - Ensaios clinicos que utilizam CTA no tratamento da doenca renal

Registro Condigbes Intervencgdes Fase data Localizacéo

NCT03939741 | Doencas renais cronica Fracdo vascular 1le2 | 07/05/19 | Bangladesh
estromal (ndo

expandida)
NCT02933827 | Doenca renal cronica Droga: Elixcyte le?2 | 14/10/16 Taiwan
(moderada e severa)
NCT02808208 | Doenca renal terminal Célula-tronco 1 21/06/16 Estados
— complicacdo vascular | mesequimal derivada Unidos

do tecido adiposo

NCT03840343 | Doenca renal crdnica- Célula mesequimal 1 15/02/19 Estados
Nefropatias, diabetes 1 autologa de tecido Unidos
e 2, nefropatia adiposo em altas e
diabética baixas doses
NCT03325322 | Doenga renal crbnica, Suplemento 2 30/10/17 Estados
diabetes melitus, dietético: Fisetina Unidos

nefropatia diabética.

NCT02266394 Estenose da artéria Entrega de células- 1 17/10/14 Estados
renal, nefropatia tronco mesenquimais Unidos
isquémica, doenca com colocacgédo de
renovascular, doenca Stent.

renal crénica
Fonte: Clinical Trial <https://clinicaltrials.gov/.>. Acesso em 13 de dez de 2019.

1 Endereco eletronico do Clinical Trials: https://clinicaltrials.gov/. Acesso em 13 de dez de 2019.
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo com a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgéos on-line? ,
entre janeiro e setembro de 2019, havia 23.630 pessoas a espera do transplante renal,
destas apenas 4.617 conseguiram realizar o transplante. A caréncia de érgaos, dentre
outros fatores, limita esse tratamento e leva a necessidade iminente do uso de novas
terapias eficazes para curar ou retardar a progressdo das doencas renais. Na
atualidade, a terapia celular com células-tronco mesenquimais se apresenta como
uma estratégia terapéutica promissora para varias doencas, entre elas as renais. Nos
ultimos 5 anos, o0 uso de células-tronco de tecido adiposo tem se consolidado como o
tipo celular mais promissor, devido as suas propriedades intrinsecas, em estudos
clinicos como terapia celular para diferentes patologias (SHEYKHHASAN, et al.,
2019). Portanto, o presente projeto se propfe a avaliar a organizacdo estrutural e
ultraestrutural do parénquima renal, além do status oxidativo de rins de ratos com

nefropatia isquémica apos tratamento com células-tronco de tecido adiposo.

2 Endereco eletrbnico com as estatisticas referentes ao transplante de 6rgdos no Brasil:
http://www.abto.org.br/abtov03/default.aspx?mn=552&c=1039&s=0&friendly=estatisticas. Acesso em
10 de dez de 2019.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a morfologia e o status oxidativo em rins de ratos com nefropatia
isquémica apds injecdo subcapsular de células-tronco mesenquimais obtidas de
tecido adiposo subcutaneo e comparar as repostas nos diferentes tempos

experimentais de seis e oito semanas.

3.2 Especificos

a) Isolar e expandir as CTA in vitro;
b) Certificar a natureza mesenquimal das CTA apds expansao in vitro;
c) Validar o modelo 2R1C com o monitoramento da pressédo arterial ao

longo de todo o experimento.

ApOs o tratamento com as CTA:

a) Analisar o volume urinario e parametros bioquimicos da urina e do
plasma sanguineo dos animais 15 e 30 dias ap6s o tratamento;

b) Localizar as CTA nos rins 15 e 30 dias ap0s o tratamento;

c) Descrever a organizagao estrutural e ultraestrutural dos rins 15 e 30 dias
apos o tratamento;

d) Identificar o status oxidativo nos rins 15 e 30 dias apos tratamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 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/010/2017). Todos os procedimentos seguiram a
regulamentacdo existente sobre experimentacdo com animais (MARQUES et al.,
2009). Neste trabalho, foram utilizados ratos Wistar machos e ratos Lewis, que séo
animais transgénicos que expressam a proteina verde fluorescente GFP em todas as
suas células, incluindo tecido adiposo (LEW-Tg eGFP F455/Rrrc). Este ultimo, doado
gentilmente pelo professor Dr Alfredo Miranda Goes do Departamento de Bioquimica
e Imunologia da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Histologia e Embriologia (IBRAG/UERJ) em ambiente com temperatura (21 £ 2°C) e
umidade (60 *= 10%) controladas, submetidos a ciclo de Iluz invertido
(12h/claro/escuro) e exaustdo 15 min/h. Foram alimentados com racé&o balanceada
padrdo (NUVILAB®, Brasil) e agua ad libitum.

4.2 Isolamento e manutencao das CTA

As células-tronco mesenquimais de tecido adiposo subcutédneo da regido
inguinal foram obtidas de ratos Wistar e Lewis (animais GFP*), com 3 meses de idade,
pesando cerca de 300g, apds serem eutanasiados em camara de CO2de acordo com
o protocolo (MELO et al., 2015). No fluxo laminar, com o auxilio de uma pinca e uma
tesoura estéreis, foram extraidas da regido subcutanea o tecido adiposo (TA). O TA
foi transferido para uma placa de Petri contendo 2 mL de DMEM (Meio Eagle
modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich, pH 7.2) sem soro, com a finalidade de
facilitar a fragmentacéo do tecido

Apoés fragmentacdo o TA foi transferido para um tubo Falcon contendo

colagenase tipo Il 0,2% - (Sigma—Aldrich) em volume correspondente ao dobro do
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volume obtido apés a fragmentagdo. Com isso, o TA foi incubado com colagenase sob
agitacao lenta, a uma temperatura de 37°C por 50 minutos. ApGs o tempo de
incubacdo o TA foi filtrado em Cell Strainner de 100 um de abertura do poro .O
contetdo com as células-tronco adiposas foi recolhido e a enzima neutralizada com
meio DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab) +
antibioticos (1% penicilina, 1% Garamicina, 1% estreptomicina - Sigma-Aldrich) e
antifangico (1% anfotericina B - Sigma-Aldrich). O conteudo entéo foi centrifugado a
1500rpm por 8 minutos a 4°C, o sobrenadante desprezado e o Pellet contendo as
células foi ressuspendido em 5 mL de meio DMEM suplementado com 20% de soro
fetal bovino (SFB) + antibidticos (1% penicilina, 1% Garamicina, 1% estreptomicina -
Sigma-Aldrich) e antifungico (1% anfotericina B - Sigma-Aldrich). As células foram
plagueadas em frascos de cultivo de 25 cm? e mantidas em estufa a 37° C em
atmosfera umida de 5% de CO: (Figura 13).

Figura 13 - Isolamento das células-troncos do tecido adiposo

Legenda: (A) fragmentacao do tecido adiposo; (B) incubacdo do tecido adiposo com colagenase; (C)
no contetdo celular foi adicionado DMEM para neutralizagdo da colagenase; (D) apds
centrifugacao o pellet celular foi ressuspendido em DMEM suplementado a 20% com SFB;
(E) células foram plaqueadas em frasco de cultivo.

Fonte: A autora, 2020.
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O meio de cultivo foi trocado 24 horas apds o0 plagueamento para a remoc¢ao
de células ndo aderente e excesso de gordura. Para manutencédo da cultura o meio
foi trocado 2 vezes/semana, e quando as células atingiram 80% de confluéncia foram
dissociadas dos frascos por tripsinizacdo através da adi¢édo de tripsina-EDTA 0,25%
(Sigma-Aldrich), procedimento caracterizado como primeira passagem (P1). As
células foram centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante
descartado, o pellet celular foi ressuspendido em 10ml de meio DMEM suplementado
com 10% de SFB e o volume foi transferido para dois novos frascos de cultivo, essa
metodologia se repetiu por trés vezes até as células chegarem a terceira passagem
(P3) para obtencao da cultura de CTA (Figura 14).

Figura 14 - Subcultivo das células mesenquimais adiposas
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Legenda: No momento do isolamento as CTA se encontram no momento (P0),ap6s uma semana
as células passam por dissociacdo enzimatica e sédo divididas em 2 frascos para
expansdo das células (P1).0 evento se repete nas semanas seguintes até se obter as
células na fase (P2) e (P3).

Fonte: A autora, 2020.

4.3 Caracterizacdo morfologica das CTA

As CTA em P1, P2 e P3 foram plaqueadas a uma densidade de 10* células em
placas de 24 pocos contendo laminulas, e cultivadas com DMEM suplementado a 10%
com SFB a 37 °C em uma atmosfera umida de 5% de CO: por 24 horas. As células
nas diferentes passagens foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 10 minutos e,

em seguida, foram coradas em hematoxilina por 40 segundos, lavadas em &gua
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destilada, coradas em eosina por 20 segundos, lavadas em agua destilada,
desidratadas em alcool 70%, 90% e 100% por 3 segundos e clarificadas em Xilol | e
Il por 3 segundos. As laminulas foram montadas em Laminas contendo entellan
(Merck). As imagens foram capturadaspela camera Olympus DP72 acoplada ao
microscopio Olympus BX53.

4.4 Caracterizacdo imunofenotipica das CTA por citometria de fluxo

Para caracterizacdo imunofenotipica, as CTA na terceira passagem (P3) foram
removidas do frasco de cultura, apds atingirem 80% de confluéncia, por adi¢do de
accutase (Sigma-Aldrich) por 2 minutos, a 37°C. A seguir, as células foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o Pellet
ressuspendido em 1 ml de PBS gelado. Em seguida, foi realizada a contagem das
células para se obter o volume de suspenséo na qual contivesse 10° células. O volume
calculado foi centrifugado, o sobrenadante descartado e o Pellet ressuspendido em
20ul de PBS gelado. As amostras de 10° células foram incubadas com anticorpo anti-
CD105 conjugado ao fluorocromo PE (BD Biosciences) e anti-CD45 conjugado ao
fluorocromo FITC (BD Biosciences), na diluicdo de 1:10 por 30 minutos ao abrigo da
luz e a temperatura ambiente. Apds marcacdo, as células foram centrifugadas a
1200rpm por 5 minutos e resuspendidas em 500ul de PBS gelado antes da andlise de
fluorescéncia no citbmetro de fluxo (BD Accuri, BD Biosciences). As analises dos

dados foram realizadas utilizando o BD CSampler software.

4.5 Ensaio de diferenciagcéo

Na terceira passagem, as CTA foram submetidas a ensaios de diferenciacao
para a linhagem adipogénica e osteogénica de acordo com protocolo previamente
descrito (NEUHUBER et al., 2008). As células foram plaqueadas a uma densidade de
10° células em placas de 6 pocos e cultivadas com DMEM suplementado a 10% de

SFB a 37°C em uma atmosfera umida (5% de CO32) até atingir uma confluéncia de
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80% para dar inicio ao protocolo de diferenciacdo. Para inducédo adipogénica, as
células foram cultivadas em meio de manutencédo constituido por DMEM com 10%
SFB 1% penicilina/ estreptomicina/ garamicina, 2,5ug/ml de insulina humana, 100nM
dexametasona; e meio de inducgao, o qual acrescentava 100 uM de indometacina e 5
UM de rosiglitazona (todos reagentes Sigma-Aldrich). Foram realizados 3 ciclos, que
consistiam em manter as células por 3 dias com meio de indugéo e substituir pelo de
manutencao por apenas 24 horas. Em seguida, as células foram mantidas no meio de
inducdo por mais 3 dias, fechando 1 ciclo. Apés o terceiro ciclo (21 dias), as células
foram mantidas no meio de manutencéo e a andlise de diferenciacdo realizada. No
procedimento de coloracdo, as células foram lavadas em PBS e fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o
paraformaldeido foi removido e as células lavadas em agua destilada, apos retirar a
agua as células foram incubadas com isopropanol 60% por 2 min. Na sequéncia,
foram coradas pelo do Oil Red 0,5% por 30 minutos,apds as células foram lavadas
em agua destilada e incubadas por hematoxilina por 1 minuto, o excesso de corante
foi removido com agua destilada e as laminas montadas com glicerol. Os vacuolos de
gordura foram evidenciados e as imagens foram obtidas através da captura pela
camera Olympus DP72 acoplada ao microscéopio Olympus BX53.

Para inducdo osteogénica, as células foram cultivadas em meio de inducéo
adipogénica com troca a cada 3/4 dias. O meio de inducao era constituido por DMEM
com 10% SFB 1% penicilina/ estreptomicina/ garamicina, B-glicerofosfato145mM,
acido L-ascorbico 2 10mM e dexametasona 1mM (todos reagentes Sigma-Aldrich).
Foram realizados 3 ciclos ApGs o terceiro ciclo (21 dias) foi realizado o procedimento
de coloracéo, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 30 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, o paraformaldeido foi removido e as células
lavadas em &gua destilada e coradas pela Alizarina Red por 5 minutos, apos remog¢ao
do corante por lavagem com agua destilada foi possivel observar a matriz extracelular
rica em calcio as imagens foram capturadas pela camera Olympus DP72 acoplada ao

microscopio Olympus BX53.
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4.6 ldentificagdo das CTA por imunofluorescéncia

Para identificagdo das CTA por imunofluorescéncia, 10* células P3 foram
cultivadas em placa de 24 pocgos contendo laminulas e mantidas em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB — Cultilab + antibiético (1% penicilina, 1% Garamicina,
1% estreptomicina - Sigma-Aldrich) e antifingico (1% anfotericina B - Sigma-Aldrich)
a 37°C e 5% de CO: até atingir 80% de confluéncia. Inicialmente, as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos e lavadas 3 vezes com PBS e BSA
1%. Em seguida, as ligacdes inespecificas foram bloqueadas com PBS/BSA 3% por
30 minutos e as células incubadas com dois anticorpos para marcadores de células
mesenquimais: anti-CD105 conjugado ao fluorocromo PE (BD Biosciences) e anti-
CD90 (BD Biosciences) (primario), na diluicdo 1:50, por 1 hora a temperatura
ambiente. O anticorpo secundario utilizado foi o Alexa 488 conjugado com FITC
(Invitrogen) na diluicdo de 1:50 por 1 hora a temperatura ambiente. O nudcleo das
células foi marcado com DAPI (4’-6-Diamidino-2- phenylindole), na diluicdo 1:10.000,
por 5 minutos. Apés a lavagem com PBS, as laminas foram montadas com Prolong
(Life technology) e visualizadas ao microscépio confocal de varredura a laser LSM 510
META (Zeiss). Para identificacdo das células CTA GFP+ (obtidas de ratos Lewis) foi
realizado o protocolo descrito acima, para marcagcao com CD105.

4.7 Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar com trés meses de idade pesando em média
350g com n=6-10 por grupo. Os grupos experimentais foram divididos em dois. grupos
experimentais de seis e oito semanas. O grupo experimental seis semanas €
composto por: animais controle SHAM 45d — submetidos ao estresse cirargico;
animais clipados 2R1C 45d — submetidos a clipagem da artéria renal esquerda;
animais tratados 2R1C + CTA 15d — submetidos a clipagem da artéria renal e tratados
com as CTA e eutanasiados 15 dias ap6s o tratamento (Figura 15A). O grupo
experimental oito semanas € composto por: animais controle SHAM 60d — submetidos

ao estresse cirargico; animais clipados 2R1C 60d — submetidos a clipagem da artéria
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renal esquerda; animais tratados 2R1C + CTA 30d — submetidos a clipagem da artéria
renal esquerda e tratados com as CTA e eutanasiados 30 dias apds o tratamento.
(Figura 15B).
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Figura 15 - Grupos Experimentais
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Legenda: (A) Grupo experimental dos animais eutanasiados na sexta semana de experimento. SHAM
45d — animais submetidos ao estresse cirrgico, sem adi¢cao do clip; 2R1C 45d - animais
submetidos a clipagem renal; 2R1C + CTA 15d — animais clipados e submetidos a injecédo
de CTA na quarta semana; (B) Grupo experimental dos animais eutanasiados na oitava
semanas de experimento. SHAM 60d — animais submetidos ao estresse cirdrgico, sem
adicao do clip; 2R1C 60d - animais submetidos a clipagem renal; 2R1C + CTA 30d — Animais
clipados e submetidos a injecdo de CTA na quarta semanas.

Fonte: A autora, 2020.

4.8 Inducdo da nefropatia isquémica

Neste trabalho foi utilizado o modelo proposto por Goldblatt — 2R1C
(GOLDBLATT et al., 1934), os ratos foram anestesiados com Xilazina (Anasedan - 20
mg/kg) e Cetamina (Virbac - 40 mg/Kg), intraperitonealmente. A seguir, uma incisao
cirtrgica foi realizada para localizacao e isolamento da artéria renal esquerda, a qual
foi cuidadosamente isolada. O rim direito permabeceu intocado. Uma vez isolada, esta
artéria foi parcialmente ocluida pela colocacdo de um clipe de prata (0,2 mm de
abertura) (Figura 16). Esta ocluséo reduziu o fluxo renal em cerca de 50% (PEREIRA
et al., 2019; LUPU et al.,, 1972) e promoveu uma condicdo necessaria para

desenvolver a nefropatia isquémica. Ratos submetidos ao mesmo procedimento
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cirdrgico, porém sem oclusdo parcial da artéria renal com o clip de prata, foram

considerados como animais controles (SHAM).

Figura 16 - Cirurgia para indugao da nefropatia isquémica no rim esquerdo
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Legenda: (A) Dimenséo do clipe de prata (0,2 mm de abertura); (B) Clipe implantado
na artéria renal esquerda.
Fonte: LIRA, 2017.

4.9 Injecéo de CTA naregido subcapsular do rim

Na terceira passagem, as CTA foram incubadas com a accutase (Sigma-
Aldrich) por 2 minutos, a 37°C, e removidas dos frascos 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 camara de Neubauer. As seringas de 1 mL foram preparadas com
108 células diluidas em 0,3 mL de PBS gelado. Por fim, os animais do grupo
2R1C+CTA foram anestesiados como descrito anteriormente e as células foram

injetadas na regido subcapsular do rim esquerdo (Figura 17).
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Figura 17 — Injecao das CTA na regiao subcapsular do rim

Legenda: Animais 2R1C+CTA recebem a injecdo de CTA na regido
subcapsular do rim esquerdo. E possivel se observar a
formacdo de uma bolha referente as células que serdo
absorvidas pelo parénquima renal.

Fonte: LIRA, 2017.

4.10 Monitoramento da presséo arterial

A afericdo da pressao arterial sistélica (mmHg) foi realizada por um método néo
invasivo de pletismografia de cauda (Letica LE 5100 — Pantalab ®, Espanha). Nesse
método, a artéria da cauda foi brevemente ocluida com o auxilio de um pequeno “cuff”,
além de um sensor que também é colocado na cauda do animal. Esse sensor detectou
a pulsacéo arterial e enviou o sinal para um conversor analégico digital. A afericdo da
pressdo arterial foi realizada semanalmente, iniciando na semana anterior ao
procedimento da clipagem da artéria renal até a semana 6 para 0s grupos analisados
apos 45 dias e 8 semanas para 0s grupos analisados apés 60 dias, momento no qual
foram eutanasiados. Foram obtidas cinco medi¢cdes repetidas para cada animal dos
diferentes grupos experimentais, em cada sessdo, gerando uma média no final. Os
animais foram adaptados previamente por duas semanas, antes do periodo
experimental, para minimizar a influéncia do estresse induzido pela manipulacdo do

animal durante a afericdo da pressao arterial.
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4.11 Analise bioquimica

Na semana 6, os animais dos grupos SHAM 45d, 2R1C 45 e 2R1C+CTA 15d
e na semana 8, os animais dos grupos SHAM 60d, 2R1C 60 e 2R1C+CTA 30d foram
colocados individualmente em gaiolas metabdlicas para a coleta da urina por um
periodo de 24 horas, com livre acesso a agua e comida (Figura 18). Apds coleta, a
urina foi centrifugada a 1500 rpm, por 10 minutos, e congelada a -20°C para posterior
analise. Neste mesmo dia, os animais foram anestesiados com Xilazina (20 mg/kg) e
Cetamina (40 mg/Kg), com injecé&o intraperitoneal. Amostras de sangue foram obtidas
por puncdo cardiaca e colocadas em tubos Falcon de 15 ml com heparina. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm, por dez minutos, a
temperatura ambiente, e o plasma foi armazenado a -20°C para analise bioquimica.
Para avaliar a fungdo renal, analisamos os niveis de creatinina, ureia e proteinas totais

do plasma sanguineo.

Figura 18 - Gaiola metabdlica
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Legenda: A gaiola metabdlica permite que o animal
tenha livre acesso a agua e comida.

Fonte:https://www.analiticaweb.com.br/p.php?Bid=p

53e8d19104236. Acesso em 20 de jan. de 2020.
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4.11.1 Volume urinério e uroanalise

O volume urinario total em 24 horas, foi coletado e realizada a uroanalise com
auxilio das tiras reagentes (iChem 10 sg urine chemistry strips — Iris diagnostics),
considerado o modo mais simples e rapido para realizar 10 ou mais analises
bioguimicas clinicamente importantes, além de detectar a presenca de sangue na
urina. As tiras reagentes possuem pequenas almofadas absorventes, impregnados
com substancias quimicas, presas a uma tira de plastico (Figura 19). A reacdo quimica
produz determinada coloragdo que ocorre quando a almofada absorvente entra em
contato com a urina. As cores resultantes foram interpretadas, comparando-as com
uma tabela de cores fornecidas pelo fabricante (Iris diagnostics). Inicialmente, a
amostra foi homogeneizada, em seguida, colocada em contato com a tira reagente
por aproximadamente 60 segundos. Logo apés, foi removido o excesso com auxilio
de papel absorvente e a leitura da tira foi realizada. Este teste semi-quantitativo foi
capaz de analisar parametros bioquimicos como: bilirrubina, urobilinogénio, corpos
cetbnicos, acido ascorbico, glicose, proteinas, sangue e nitrito, além de detectar a
presenca de leucdcitos, medir pH e densidade urinaria. Todos os resultados de cada

amostra foram anotados em tabela comparativa entre 0os grupos experimentais.
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Figura 19 - Tiras reagentes utilizadas na analise bioquimica

Legenda:Cada area representada na fita esta
relacionada a uma  andlise
bioquimica especifica.

Fonte: A autora, 2020.

4.11.2 Quantificacdo da creatinina do plasma

As concentracbes plasmaticas de creatinina dos diferentes grupos
experimentais foram analisadas com uso do kit comercial da Bioclin (Creatinina
cinética - KO67) para leitura no espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis — Thermo
Scientific) em 510nm, aos 30 e 90 segundos. A técnica foi baseada na reacdo da
creatinina com o picrato alcalino em meio tamponado, obtendo-se 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 plasmética

de acordo com a férmula a segquir:

A A do padréo = Abs. 90 segundos — Abs. 30 segundos

Creatinina (mg/dL) = A A da amostra x concentracdo do padrao (3mag/dL)
A A do padréo

Os valores obtidos foram utilizados na construcao dos graficos de concentracéo
dos gréficos de concentracdo da creatinina utilizando o Software Graph Pad Prism 8
(Graph Pad Software, La Jolla, CA, USA).
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4.11.3 Quantificacdo da ureia no plasma

As concentracdes plasmaticas da ureia foram dosadas através do kit comercial
da Bioclin (Ureia cinética — K056) para leitura no espectrofotémetro (GENESYS 10S
UV-Vis — Thermo Scientific) em 340 nm aos 30 e 90 segundos. A técnica da
guantificacao da ureia esta baseada na oxidacao de NADH a NAD+. Durante a reacao,
portanto, a reducdo da absorbancia € 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 a seguir:

A A do padrdo ou da amostra = ABs. 90 segundos — ABS. 30 segundos

Ureia (mg/dL) = A A da amostra X 70
A A do padrao

Os valores obtidos foram usados na construcdo dos graficos de concentracao

da ureia utilizando o software Graph Pad Prism.

4.11.4 Quantificacdo das proteinas totais do plasma

As concentrag6es das proteinas totais no plasma foram realizadas com uso dos
kits comerciais da Bioclin (Proteinas totais - KO31) para leitura no espectrofotdmetro
(GENESYS 10S UV-Vis — Thermo Scientific) em 545nm e 600nm. A quantificacdo das
proteinas totais no plasma foi realizada pelo método de biureto, onde as ligac6es
peptidicas das proteinas reagem com 0s ions cupricos, em meio alcalino, formando
um complexo de coloracg&o violeta que é proporcional ao teor das proteinas no meio.
A partir dos valores de absorbancia de cada amostra dos diferentes grupos
experimentais, calculamos os valores das proteinas totais do plasma de acordo com

a seguinte férmula:

Proteinas Totais (g/dL) = Abs. da amostra X 4
Abs. do padrao
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Os valores obtidos foram utilizados na construcao dos graficos de concentracéo
das proteinas totais do plasma, no software Graph Pad Prism 8 (Graph Pad Software,
La Jolla, CA, USA).

4.12 Analise do parénquima renal por microscopia de luz

Apés a eutandsia dos animais nas semanas 6 e 8, os rins foram coletados, e
preparados de acordo com o protocolo padrdo, onde foram fixados em formol 10% por
72 horas, lavados em agua corrente por 1h e desidratados em alcool 70% overnight.
No dia seguinte, foi dado prosseguimento a desidratacdo em alcool 90% e duas séries
em alcool 100% por 1h em cada banho. A clarificagdo 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 ym foram aderidos em laminas. As laminas contendo os cortes histologicos
foram desparafinadas em trés séries de xilol e hidratados em séries decrescentes de
alcool (100%, 90%, 70%) por dois minutos em cada etapa. Os cortes foram lavados
em agua destilada e corados. O excesso de corante foi retirado em agua destilada e
em seguida os cortes foram desidratados em series crescentes de alcool (70%,90%,
100%) por dois minutos em cada etapa. Apos, os cortes foram clarificados em 3 séries
de Xilol também por dois minutos seguida de montagem das laminas com Entellan
(Merck).

4.12.1 Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE)

Para analise do parénquima renal, os cortes foram imersos em hematoxilina

por 40 segundos em seguida na eosina por 20 segundos.
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4.12.2 Coloracdo Acido Periodico-Schiff

Para identificacdo de glicoproteinas no parénquima renal, os cortes foram
imersos em acido periédico por 15 minutos e corados com o reativo de Schiff por 30

minutos e, em seguida, foram contracorados em hematoxilina por 5 segundos.

4.12.3 Coloracao Picro Sirius Red

Para analise da deposicao de fibras colagenas no parénquima renal, os cortes
foram imersos no Picro-Sirius Red (solucdo a 0,1% de sirius red F3BA - Sigma-Aldrich)

por 1 hora e, em seguida, foram imersos em solucdo de HCI 0,1N

4.13 Anédlise quantitativa de colageno

Para quantificagéo das fibras colagenas, foram utilizadas trés laminas coradas
por Picro Sirius Red de cada animal, sendo capturados dez campos aleatérios de cada
lamina, totalizando 180 campos capturados por grupo experimental. As imagens foram
obtidas através de camera Olympus DP72 acoplada ao microscopio Olympus BX53.
As fotomicrografias foram analisadas pelo programa Image-Pro Plus 7.0, onde as
regides coradas em vermelho foram quantificadas, uma vez que as fibras coldgenas
sdo coradas em vermelho pelo corante. Os valores médios das areas selecionadas

foram expressos como porcentagem de area marcada.

4.14 Localizacado das células CTA GFP+ no rim por imunoperoxidase

Para rastreamento das células nos rins tratados, foram utilizadas CTA GFP+,

obtidas de ratos Lewis transgénicos para a proteina verde fluorescente em todas as
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sua células, os cortes foram desparafinados através de dois banhos de xilol e
hidratadas em séries decrescentes de alcool (100%, 90%, 70%) por dois minutos em
cada etapa. Apds lavagem com agua destilada, os cortes foram incubados com 50
de peréxido de hidrogénio dez volumes por 15 minutos, com o objetivo de eliminar a
peroxidase endégena. Em seguida, os cortes foram incubados em tampao citrato pH
6,0, por 20 minutos a 60°C, para a recuperacao dos sitios antigénicos. Apoés trés
lavagens com PBS (pH 7,6), de 5 minutos cada, os cortes foram submetidos a solugcéo
de bloqueio (PBS/BSA 3%) por 20 minutos, com o objetivo de evitar a ligacao
inespecifica do anticorpo primério. Posteriormente, o tecido foi incubado com
anticorpo primario policlonal anti-GFP (Ab-290 — Abcam) diluido (1:300) em PBS/BSA
1% overnight. No dia seguinte, o tecido foi lavado com PBS (pH 7,6) e incubado com
anticorpo secundario biotinilado por 10 min (kit vectastain Ref: PK-7800) e, em
seguida, o procedimento de lavagem foi repetido. A solucéo de estreptavidina (kit
vectastain Ref: PK-7800) foi adicionada sobre o corte por 5 minutos. Na sequéncia, a
estrepatvidina foi retirada e o corte incubado do DAB (vectastain Ref:SK-4100) por um
minuto e, apos, o corte foi lavado em agua destilada por dois minutos e, em seguida,
o tecido foi corado com hematoxilina por 40 segundos e lavado em &gua destilada por
dois minutos e submetido & desidratacao crescente em alcool (70%, 90%, 100%) por
dois minutos cada. O tecido foi banhado por duas vezes em xilol por dois minutos cada
e as laminas foram montadas com entellan (Merck). As imagens foram capturadas

pela camera Olympus DP72 acoplada ao microscopio Olympus BX53.

4.15 Analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Apoés a eutandsia dos animais, fragmentos de rins foram coletados e fixados
em Karnovsky (glutaraldeido 2,5%, paraformoldeido 4% diluido em 0,1 M tampéao
cacodilato de sédio contendo 5 mM de cloreto de célcio - pH 7,2) por 72 h a 4°C. Os
fragmentos foram lavados trés vezes em tampéo Cacodilato (0,1M) por 15 minutos,
em seguida foi realizada a etapa de pos-fixacdo com tetréxido de ésmio com
ferrocianeto de potassio na concentragdo de (1:1) por 45 minutos, ao abrigo da luz.
Em seguida, os fragmentos foram lavados trés vezes em tampéao cacodilato (0,1M)

por 15 minutos cada. ApOs novas lavagens, o material foi desidratado em série
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crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%-2x), 30 minutos cada etapa. O
material foi infiltrado em resina epdxi (PolyBed® 812 — Polysciences) diluido em
acetona 100% na proporgéao (1:2) overnight ; (1:1) por 2h, (2:1) por 2h e, em seguida,
o material foi colocado em resina por 24 horas na geladeira No dia seguinte foi
realizado um novo banho de resina pura por 24h, sendo as seis horas finais na capela
de exaustao e, posteriormente, o material foi incluido em resina pura por 48h a 60°C
para polimerizacéo. Cortes ultrafinos foram obtidos e recolhidos em grades de cobre,
contrastados em acetato de uranila e citrato chumbo para anélise ao microscopio
eletrénico de transmissdo. As eletromicrografias das amostras foram obtidas no
microscopio eletrénico de transmissdo JEOL- JEM-1011 da Plataforma Rudolf Barth

de Microscopia Eletrénica do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz.

4.16 Analise do status e dano oxidativo por espectofotometria

Os rins esquerdos foram homogeneizados no aparelho turrax (lka-
Labortechnik) em tampao fosfato de sédio pH7,2 (0,1M) num volume 10X superior ao
peso da amostra e em seguida foram centrifugados a 2000rpm por dez minutos. Apés
centrifugagcdo, o sobrenadante foi retirado e congelado a -80°C. Com o0s
homogenatos, foram avaliadas as atividades das enzimas antioxidantes (catalase e
glutationa peroxidase) e o marcador de dano oxidativo proteico (carbonilacdo de
proteinas), os quais foram mensurados através de reacfes colorimétricas com leitura
no espectrofotdmetro. (GENESYS 10S UV-Vis — Thermo Scientific)

4.16.1 Mensuracao da atividade da catalase

Foram utilizados 40ul de homogenato em cubetas de quartzo. Em cada cubeta
foi adicionado 1ml de tampéo com perédxido (25ml de tampéo fosfato para 40ul de
H202) gelado, seguida de leitura instantdnea no comprimento de onda de 240nm, no
espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis — Thermo Scientific) por 60 segundos, com
intervalo de 30 segundos.
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4.16.2 Mensuracao da atividade da glutationa peroxidase

Foram utilizados 40ul do homogenato em cubetas contendo 1560ul de solugao
de uso (Tampéo Fosfato -70ml, Glutationa Redutase — 14ml, Glutationa Reduzida-
14ml, Azida Sédica — 3,5ml) em seguida as amostras foram incubadas por 10 minutos,
com 40ul de NADPH + 40ul de H20: seguida de leitura instantanea no
espectrofotometro (GENESYS 10S UV-Vis — Thermo Scientific) no comprimento de
onda de 340nm, por 5 minutos, com intervalos de 10 segundos.

4.16.3 Mensuracédo das proteinas carboniladas

Os homogenatos foram submetidos a quantificacdo de proteinas carboniladas
pelo método de Wehr & Levine (2013). Primeiramente, 75ul de amostra foi lavada
usando 500ul de acido tricloroacético - TCA 10% e centrifugada a 5000g por 3
minutos, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados a esse precipitado 500pl
de difenilhidrazina - DNPH em metade da amostra (A) e a outra metade da amostra
(B) foram adicionadas 10mM e 500ul HCI a 2M e incubados a temperatura ambiente
por 10 minutos. Durante a incubacao, as amostras foram vigorosamente misturadas a
cada 5 minutos. Apds incubagéo, 500ul de TCA 10% foram adicionados em todas as
amostras e as proteinas foram precipitadas e centrifugadas a 5.000g por 3 minutos.
Depois de descartar o sobrenadante, o precipitado foi lavado 3 vezes com uma mistura
de etanol- acetato de etila (1:1), centrifugado a 5.000g por 3 minutos a temperatura
ambiente e o0 sobrenadante descartado. O precipitado foi dissolvido em 200ul de
guanidina (6M) e centrifugado a 5.000g por 3 minutos. O sobrenadante foi utilizado

para leitura a 370 nm.
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4.17 Mensuracéo de marcadores de dano oxidativo por western blotting

Para quantificacdo de marcadores de dano oxidativo (3-Nitrotirosina) e (4-HNE)
através da técnica de western blotting, fragmentos dos rins esquerdos foram lisados
em tampao de lise — RIPA, contendo 1% triton x-100, 50mM Tris (pH 7,4), 30mM
pirofosfato de sédio, 150mM cloreto de sodio, 0,1% SDS, 50mM fluoreto de sddio,
1mM ortovanadato de sédio e 10ul/ml de coquetel inibidor de protease (sigma). Os
fragmentos foram homogeneizados no aparelho turrax (lka-Labortechnik) e, apos
centrifugacéo a 13.000 rpm por 25 minutos a 4°C, os sobrenadantes foram coletados
e armazenados a -80°C até a sua utilizacdo. As concentracdes proteicas das amostras
foram quantificadas através de kit especifico (BCA Protein Assay Reagent, Thermo
Scientific) com auxilio de leitor de Elisa (FLUOstar Omega - BMG LABTECH) no
comprimento de onda de 562nm (TU-1800UV-VIS). Em seguida, as amostras foram
aliquotadas e o tampdo de amostra (Tris-HClI 50mM, pH 6,8. SDS 1%, 2-
mecaptoetanol 5%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,0001%) adicionado para
desnaturar as proteinas a uma temperatura de 100°C por 5 minutos. As amostras
foram mantidas a -20°C até a analise.Para andlise, as proteinas totais foram
separadas em gel de poliacrilamida a 12% stain-free (BioRad — 161-0185) por 60
minutos a 150V. Para a identificacdo dos respectivos pesos moleculares durante a
separacao das proteinas por eletroforese, utilizou-se marcador de peso molecular
especifico (GE Healthcare). Apds a corrida, as proteinas foram transferidas utilizando
0 sistema semi-dry (Bio-RAD) a uma membrana de PVDF (GE Healthcare) por 45
minutos a 15V. Apés a transferéncia, a membrana foi bloqueada por 1:30h com
solucdo Tween-TBS (Tris-HClI 20mM, pH7,5, NaCl 0,5mM, Tween-20 0,05%)
contendo 5% de leite desnatado molico. Em seguida, a membrana foi incubada
overnight com anticorpos primarios monoclonais anti 3-Nitrotirosina (SC-32757 -
1:500) e 4-HNE (MAB 3249 - 1:500) diluido em solucdo de bloqueio a 3%. No dia
seguinte, a membrana foi incubada por 30 minutos no agitador. Apds lavagem da
membrana com T-TBS, foi adicionado o anticorpo secundario anti-mouse biotinilado
(Invitrogem -1:5000), em ambas as marcacdes, diluido em T-TBS com leite 3% por
1h. As membranas foram novamente lavadas com T-TBS e incubadas com
estreptavidina-peroxidase (Invitrogen - 1:5000), em T-TBS com leite 3% por 1h.

Finalmente, as membranas foram lavadas e incubadas por um minuto com a solugéo
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quimioluminescente ECL Clarity (BioRad) e reveladas no ChemiDoc MP (BioRad). As
amostras foram normalizadas pelas bandas presentes no gel stain-free. Para

guantificacdo da densidade das bandas, utilizou-se o Photoshop CS5 Extended.

4.18 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrdo (SD). As
diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) one-
way, com excecao da pressao arterial que foi analisada por two-way (ANOVA) ambos
seguidas de pés-teste de Holm-Sidak, utilizando o software Graph Pad Prism 8 (Graph
Pad Software, La Jolla, CA, USA), onde p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfologia das CTA

As células foram isoladas do tecido adiposo subcutaneo atraveés da digestéo
enzimatica com colagenase, apos centrifugacdo foram plaqueadas e mantidas em
cultura por trés semanas. Ap6s a primeira passagem (P1l) podemos observar a
presenca de poucas células arredondadas (setas) e células fusiformes em maioria
(Figura 20A). Em (P2) as células encontram-se na segunda semana de cultivo e a
maioria das células apresentam morfologia fusiforme tipica de células mesenquimais

(Figura 20B), caracteristica que se mantém na terceira passagem (P3) (Figura 20C).

Figura 20 - Morfologia da CTA em cultivo celular
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Legenda: Coloracdo de Hematoxilina Eosina (A) CTA em P1, com presenca de algumas
células arredondadas (setas); (B) CTA em P2, cultura homogénea com células
fusiformes; (C) a morfologia fusiforme se mantém em P3. (Objetiva 20X).

Fonte: A autora, 2020.
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5.2 Caracterizagdo imunofenotipica da CTA por citometria de fluxo

As células-tronco mesenquimais apresentam marcadores de superficie
especificos, como o CD105 (CD105%) e a auséncia de outros como o0 CD45 (CD45)).
Investigamos a expressao desses marcadores nas células cultivadas por citometria
de fluxo, e nossos resultados mostram que 89,5% das CTA em P3 (apresentaram
expressao de CD105 e somente 0,5% expressaram CD45), indicando que a cultura

em P3 é constituida em sua maior parte por células mesenquimais (Grafico 1).

Grafico 1 - Histograma representativos da citometria de fluxo
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Legenda: (A) Auséncia de fluorescéncia no controle em FL2; (B) Histograma de FL2
(CD105-PE) mostrando que 89,5% das células expressam o marcador
CD105 em P3; (C) Histograma de FL1 (CD45-FITC) mostrando que apenas
0,5% das células expressam o marcador CD45; (D) O Dot plot da dupla
marcacao com anticorpo anti-CD105 versus anticorpo anti-CD45 mostrou
que 80,3% apresentaram marcagcdo positiva para CD105 e marcacgéo
negativa para CD45. As Analises dos dados foram realizadas utilizando o
BD CSampler software.

Fonte: A autora, 2020.
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5.3 Identificacdo das CTA por imunofluorescéncia

A analise por microscopia confocal permitiu identificar que a maioria das CTA
em (P3) apresentaram marcacéao difusa para CD105 e um padréo de marcacao focal
para CD90. A sobreposicao de imagens na mostrou que os marcadores se distribuem
em dominios distintos na superficie das células (Figura 21). Além disso, foi analisada

a imunofluorescéncia das células CTA GFP* (Figura 22).

Figura 21 — Microscopia confocal das CTA em P3
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Legenda: (A) Células apresentam padréo de marcacao difuso para CD 105; (B)
Padréo de marcacdo focal para CD90; (C) Sobreposicdo das
marcacdespara CD105 e CD90. Azul: ntcleo marcado com DAPI;
Vermelho: marcagdo com CD105-PE; Verde: marcagdo com CD90-
FITC. (Objetiva 40X).

Fonte: A autora,2020.
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Figura 22 - Microscopia Confocal das CTA GFP+ em P3
CD105

A

Legenda: (A) CTA GFP+ marcada para CD105; (B) CTA GFP+; (C)
Sobreposicdo das marcagBespara CD105 e GFP*. Azul: nudcleo
marcado com DAPI; Vermelho: marcacdo com CD105-PE; Verde:
GFP+. (Objetiva 40X).

Fonte: A autora, 2020.

5.4 Diferenciacdao in vitro da CTA nas linhagens adipogénica e osteogénica

As células em P3 foram cultivadas em meio de diferenciacdo especifico para a
diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 21 dias. A capacidade de diferenciacao
nas linhagens adipogénica e osteogénica é um dos critérios para avaliagcdo quanto a
natureza mesenquimal da célula. Observamos a presenca de varios vacuolos lipidicos
no citoplasma das células, corados em vermelho pelo Oil Red (setas). Assim como a
deposicdo de calcio na matriz extracelular, corado em rosa pela Alizarina (setas)
(Figura 23).
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Figura 23 - Diferenciacdo das CTA nas linhagens adipogénica e osteogénica

.

Legenda: (A) Na diferenciagdo adipogénica as células diferenciadas em adipdcitos apresentaram
vacuolos lipidicos (setas) corados por Oil Red; (B) Na diferenciacdo osteogénica
observou-se a deposi¢do de célcio na matriz extracelular (setas) corada por Alizarina
(Objetiva 20X).

Fonte: A autora, 2020.

5.5 Analise da presséao arterial sistélica dos animais

A presséo arterial sistélica (PAS) foi aferida uma vez por semana, a partir da
semana 0, antes da clipagem, até a semana seis ou oito quando ocorreu a eutanasia
dos animais de cada grupo. Nos animais 2R1C foi observado um aumento significativo
da PAS de 165 = 7 mmHg na semana 0 para 217 £ 15 mmHg na semana um devido
a estenose da artéria renal esquerda, o que resultou em niveis elevados até a semana
quatro, quando foi realizado o transplante das CTA na regido subcapsular do rim
esquerdo. Na semana cinco,ap0s o tratamento com as CTA, observamos queda
abrupta nos valores da PAS nos animais 2R1C + CTA de 222 + 12 mmHg para 150 +
26 mmHg, chegando aos valores do SHAM de 148 + 15mmHg com a manutengao
nesse patamar durante o restante do experimento nos grupos 15 e 30 dias ap0s a
injecdo das células na capsula renal. Na semana oito foi registrado o valor de 225 + 9
mmHg no grupo 2R1C e 175 £ 12mmHg no grupo 2R1C+CTA, indicando que o
tratamento foi capaz de reduzir e manter a pressao arterial proximo a niveis basais
(Grafico 2). Todos os valores estatisticos da evolugdo da PAS ao longo das semanas

experimentais (Tabela 1).
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Gréfico 2 — Evolugéo da presséo arterial sistolica (PAS)
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Legenda:Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=6 animais por grupo. P=0,0001, (a) com
relacdo ao grupo SHAM, (b) com relacdo ao grupo 2R1C (c) com rela¢do ao grupo 2R1C +
CTA. A estatistica foi realizada pelo teste two-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-
Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Tabela 1 - Evolug&o da presséo arterial sistolica (PAS)

Presséo Arterial Sistélica (mmHg)

Semana SHAM 2R1C 2R1C + CTA

0 155+ 12 165+7 161 +8

1 147 +16 217 +15%2 204 +13%2
2 146 + 18 206 + 2242 195+162
3 151 +10 210+1232 201 +18%2
4 146 + 10 219 + 17 ac 203 +17%2
5 148 + 15 222 +124a¢ 150 + 26 °
6 160 + 22 230 +82¢ 169 + 24 °
7 163 + 10 222 +152a¢ 168 +29°
8 157 + 21 225 +92ac 175+ 12°

Legenda: Valores da pressao arterial sistdlica (PAS) dos grupos experimentais durante 8 semanas. Na
semana 4, ocorreu a injecdo das CTA na capsula renal do grupo 2R1C + CTA Valores de
média + desvio padréo. (a) com relagdo ao grupo SHAM, (b) com relagdo ao grupo 2R1C (c)
com relacdo ao grupo 2R1C + CTA.

Fonte: A autora, 2020.
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5.6 Volume urinério e analise bioguimica

Nas semanas seis e oito, as amostras de urina foram coletadas com o auxilio
de gaiolas metabdlicas dos grupos experimentais para analise do volume urinario. No
grupo experimental de seis semanas, ocorreu elevacdo do volume urinério nos
animais clipados 2R1C 45d (13 + 2ml) quando comparado ao grupo SHAM 45d (7 +
4ml), que se manteve no grupo tratado 2R1C+CTA 15d (13 + 2ml) (Grafico 3A) Nos
grupos experimentais de oito semanas, 0S grupos nao apresentaram alteracao
significativa SHAM 60d (11 + 3ml), 2R1C 60d (13 + 3ml) e 2R1C + CTA 30d (9 + 6ml)
(Gréfico 3B).

Gréafico 3 — Gréafico do volume urinario
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Legenda: Volume urinario obtido por 24 horas. Valores expressos como média + desvio-padrédo, n=6-
10 animais por grupo; (A) grupo experimental 6 semanas - P=0,001; (B) grupo experimental
8 semanas - P=0,307. (a) com relacdo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste
one-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Para realizacdo da andlise bioquimica semiquantitativa utilizando as tiras
reagentes, varios parametros foram analisados e os resultados foram expressos como
negativo e positivo (em cruzes, de 1+ a 4+). O resultado da tira reagente foi negativo
em todas as amostras de urina dos grupos experimentais de seis e oito semanas
estudados para o urobinogénio, bilirrubina, acido ascoérbico. O nitrito apresentou
resultado positivo apenas nos animais clipados do grupo experimental seis semanas
- 2R1C 45d que apresentou valor de (1+). N&o houve variacdo de pH entre 0os grupos,

o qual permaneceu em torno de sete. Com relagdo a densidade urinaria, verificou-se
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gue os animais apresentaram valores entre 1005 e 1010, todos dentro da faixa da
normalidade.

O resultado foi negativo para presenca de sangue na urina em todos 0s grupos.
Com relagdo a presenca de leucécito, foi detectado na urina de todos 0s grupos e 0s
valores apresentados ficaram baixos entre 25 e 75 todos dentro da faixa da
normalidade. O teste também foi positivo para deteccéo dos corpos cetdnicos apenas
nos grupos clipados 2R1C 45d e 2R1C 60d, que apresentaram valor de (1+), enquanto
nos grupos tratados pelas células-tronco adiposas 2R1C+CTA15d e 2R1C + CTA30d
o resultado foi negativo, semelhante aos respectivos SHAM 45d e SHAM 60d. As tiras
reagentes detectaram a presenca de proteina na urina de todos os grupos no valor de
(2+), o que representa uma condi¢cdo normal para a urina de ratos, uma vez que foi

encontrada também nos animais controles SHAM 45 e SHAM 60d (Quadro 3).

Quadro 3 - Analise semiquantitativa da urina

Parametros SHAM 2R1C 2R1C + CTA SHAM 2R1C 2R1C + CTA
45d 45d 15d 60d 60d 30d
Bilirrubina Negativo | Negativo Negativo Negativa | Negativo Negativo
Urobinogénio Negativo | Negativo Negativo Negativa | Negativo Negativo
Cetbnicos Negativo 1+ Negativo Negativo 1+ Negativo
Acido Negativo | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
ascorbico
Glicose Negativo | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
Proteinas 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
Sangue Negativo | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
pH 7 7 7 7 7 7
Nitritos Negativo 1+ Negativo Negativo | Negativo Negativo
Leucocitos Ca. 75 Ca. 25 Ca. 25 Ca. 75 Ca.75 Ca.75
Densidade 1010 1005 1010 1010 1005 1005
Volume 6+4 12+3 14+4 11+3 12+3 9+6
urinario

Nota: Amostras de urina foram coletadas nas semanas 6 ou 8 de acordo com o grupo experimental.
Fonte: A autora, 2020.
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5.7 Quantificacdo da creatinina, ureia e proteinas totais do plasma

Em amostras de plasma dos animais dos grupos experimentais de seis e oito
semanas, foram avaliados os niveis de creatinina, ureia e proteinas totais. No grupo
experimental de 6 semanas, 0s niveis da creatinina estavam significativamente
elevado no grupo 2R1C 45d (0,45 + 0,09 mg/dL) quando comparado ao SHAM 45d
(0,35 + 0,05 mg/dL) e sem diferenca significativa comparado ao grupo 2R1C + CTA
15d (0,43 + 0,05 mg/dL) (Grafico 4A). Ja no grupo experimental de oito semanas, 0s
niveis de creatinina ndo apresentaram diferencas entre os grupos SHAM 60d (0,41 +
0,04 mg/dL), grupo clipado R1C 60d (0,39 + 0,04 mg/dL) e o grupo tratado 2R1C +
CTA 30d (0,43 + 0,05 mg/dL) (Gréfico 4B).

Grafico 4 — Niveais plasméticos de creatinina
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=6-8 animais por grupo; (A) grupo
experimental 6 semanas - P=0,024. (B) grupo experimental 8 semanas - P=0,153. (a)
com relagédo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA
seguido do pés-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Foram avaliados no plasma os niveis de ureia. No grupo experimental de seis
semanas, 0s hiveis estavam significativamente elevados nos grupos clipado 2R1C
45d (53, 25 + 7,07 mg/dL) e tratado 2R1C + CTA 15d (51,33 + 7,31 mg/dL) comparado
ao grupo SHAM 45d (42,25 + 6,32 mg/dL) (Gréfico 5A). No grupo experimental de oito
semanas, 0s niveis ndo apresentaram diferencas entre os grupos. SHAM 60d (51,29
+ 4,79 mg/dL); 2R1C 60d (49,29 + 7,97mg/dL); 2R1C + CTA 30d (48,83 + 13,23
mg/dL) (Grafico 5B).
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Grafico 5 — Niveis plasméticos de ureia
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=6-8 animais por grupo; (A) grupo
experimental 6 semanas - P=0,011; (B) grupo experimental 8 semanas - P=0,871. (a)
com relacdo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA
seguido do pos-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Os niveis de proteinas totais no plasma dos grupos experimentais de seis e oito
semanas nao apresentaram diferengcas. No grupo experimental de seis semanas 0s
niveis foram: SHAM 45d (6,24 + 0,33); 2R1C 45d (6,07 + 0,30 g/dL) e 2R1C+ CTA
15d (6,47 + 0,61 g/dL) (Gréfico 6A). No grupo experimental de oito semanas os niveis
foram SHAM 60d (6,33 + 0,28 g/dL); 2R1C 60d (6,27 + 0,29 g/dL) e 2R1C + CTA 30d
(6,37 + 0,72 g/dL) (Grafico 6B).

Grafico 6 — Niveis de proteinas totais
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=6-8 animais por grupo; (A) grupo
experimental 6 semanas - P=0,288; (B) grupo experimental 8 semanas -P=0,931. (a)
com relacdo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA
seguido do poOs-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.
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5.8 Andlise macroscépica do rim

Na analise macroscopica dos rins o grupo controle SHAM (Figura 24A)
apresenta simetria entre os rins direito e esquerdo. Os grupos clipados 2R1C 45d
(Figura 24B) e 2R1C 60d (Figura 24C) apresentam assimétria renal com atrofia dos
rins esquerdos e regides de fibrose (regido amarelada) e os rins direitos apresentam
hipertrofia, mais intensa nos grupos 2R1C 60d. Nao foram observadas diferenca
macroscopica entre 0s grupos clipados e os animais tratados 2R1C + CTA 15d (Figura
24D) e 2R1C + CTA 30d (Figura 24E).

Figura 24 - Andalise macroscopica dos rins

SHAM 2R1C 45d 2R1C 60d

Legenda: (A) Rim direito e esquerdo do grupo SHAM; (B) Rim direito e esquerdo do grupo 2R1C 45d; (C) Rim
direito e esquerdo do grupo 2R1C 60d; (D) Rim direito e esquerdo do grupo 2R1C + CTA 15d; (E) Rim
direito e esquerdo do grupo 2R1C + CTA 30d.

Fonte: A autora, 2020.
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5.9 Andlise do parénquima renal por microscopia de luz

A coloracdo com HE mostrou que na semana 6 o grupo SHAM 45d apresentou
glomérulos e tubulos com organizacao tipica do parénquima renal (Figura 25A e 25B)
O grupo 2R1C 45d apresentou atrofia e esclerose glomerular, assim como
desorganizacdo tubular com obstrucdo do limen e perda de acidofilia, além da
presenca de cilindros hialinos (seta vermelha). Também foi observada a presenca de
infiltrado celular (seta preta) (Figura 25C e 25D). No grupo 2R1C+CTA 15d o
tratamento com CTA indicou recuperacdo de danosseveros ao coOrtex renal onde
podemos observar glomérulos e tdbulos restaurados quando comparado ao grupo
clipado (Figura 25E e 25F).
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Figura 25 - Fotomicrografias de rim do grupo 6 semanas corados por HE

2R1C 45d SHAM 45d

2R1C + CTA 15d

Legenda: (A) Cortex do grupo SHAM 45d - glomérulos e tubulos tipicos; (B) Medula do grupo SHAM
45d - tdbulos renais tipicos; (C) Cortex do grupo 2R1C 45d -. glomérulos atrofiados e
esclerosados (seta vermelha) e presenca de infiltrado celular (seta preta); (D) Medula do
grupo 2R1C 45d - tdbulos desorganizados com presenca de cilindros hialinos (seta
vermelha) e infiltrado celular (seta preta),o grupo apresenta perda de acidofilia; (E) Cortex do
grupo 2R1C + CTA 15d — glomérulos restaurados; (F) Medula do grupo 2R1C + CTA 15d. -
tibulos renais restaurados (Objetiva 20x).

Fonte: A autora, 2020.

A coloracdo com HE mostrou que na semana oito o grupo SHAM 60d,
apresentou glomérulos e tubulos com organizacao tipica do parénquima renal (Figura
26A e 26B). O grupo 2R1C 60d apresentou atrofia e esclerose glomerular, assim como
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desorganizacgéao tubular com obstrugcédo do limen (seta vermelha) e perda de acidofila,
além de presenca de cilindros hialinos (seta vermelha). Também foi observada uma
incidéncia maior de infiltrado celular (seta preta) (Figura 26C e 26D). Nos animais
2R1C+CTA 30d, o parénquima renal apresentou-se degenerado e com presenca de
infiltrado inflamatdrio, porém o tratamento com CTA indicou recuperacdo de danos
severos ao coértex e medula do rim, onde se pode observar glomérulos e tubulos
restaurados (Figura 26E e 26F).
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Figura 26 - Fotomicrografias de rim do grupo 8 semanas corados por HE

Cortex Medula

N &1 -
W *#,531

A AN
4

2R1C 60d SHAM 60d

2R1C + CTA 30d

Legenda: (A) Cortex do grupo SHAM 60d - glomérulos e tubulos tipicos; (B) Medula do grupo SHAM
60d - tubulos renais tipicos; (C) Cortex do grupo 2R1C 60d -. glomérulos atrofiados e
esclerosados (seta vermelha) e presenca de infiltrado celular (seta preta); (D) Medula do
grupo 2R1C 60d — tubulos desorganizados com presenga de cilindros hialinos (seta
vermelha) e infiltrado celular (seta preta), o grupo apresenta perda de acidofilia; (E) Cortex
do grupo 2R1C + CTA 30d — glomérulos restaurados e presenca de infiltrado inflamatério
(seta preta); (F) Medula do grupo 2R1C + CTA 30d. - tibulos renais restaurados e presenca
de infiltrado inflamatério (seta preta) (Objetiva 20x).

Fonte: A autora, 2020.

A coloragdo por &acido periodico-Schiff, evidencia carboidratos, como
glicogénio, glicoproteinas, proteoglicanos, geralmente encontrados em tecidos
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conjuntivos, muco e membranas basais. Na semana seis, o grupo SHAM 45d,
apresentou regides coradas em magenta nos glomérulos que evidenciam a membrana
basal, ao redor a capsula de Bowman e ainda na regido de borda em escova dos TCP
(Figura 27A) e marcacao de contetdos glicoprotéicos na luz dos tubulos (Figura 27B.
O grupo 2R1C 45d apresentou maior intensidade de coloracdo nos glomérulos e na
membrana da capsula de Bowman, ainda se observou intensa coloracdo em depdsitos
presentes tanto no cortex quanto na medula (Figura 27C e 27D). Ja o grupo 2R1C +
CTA 15d, apresentou reducdo na intensidade da coloracdo nos glomérulos, assim
como ao redor da capsula de Bowman, onde observou-se também uma diminuicdo

dos depdsitos presentes no grupo clipado (Figura 27E e 27F).
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Figura 27 - Fotomicrografias de rim do grupo 6 semanas corados por acido periédico-
Schiff
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Legenda: (A) Cortex do grupo SHAM 45d que apresenta coloragdo glomérulo, capsula de Bowman,
gue evidencia a membrana basal, além de coloracdo na borda em escova dos tubulos
contorcidos proximais (setas); (B) Medula do grupo SHAM 45d que apresenta coloragdo em
conteudos glicoproteicos presentes nos tubulos (seta); (C) Cortex do grupo 2R1C 45d
apresenta coloragdo mais intensa nos glomérulos e capsula de Bowman (setas); (D) Medula
do grupo 2R1C 45d apresenta intensa coloragdo em depdsitos presentes (seta); (E) Cortex
do grupo 2R1C + CTA 15d apresenta menor intensidade da coloracdo nos glomérulos ,na
capsula de Bowman. (seta); (F) Medula do grupo 2R1C + CTA 15d apresenta coloragdo em
conteudos glicoprotéicos presentes nos tibulos (Objetiva 20x).

Fonte: A autora, 2020.
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A coloracdo por acido periddico-Schiff mostrou que na semana oito 0 grupo
SHAM 60d apresentou regides coradas em magenta nos glomérulos que evidencia a
membrana basal, ao redor a capsula de Bowman e ainda na regido de borda em
escova dos TCP (Figura 28A)e marcacdo de contetdos glicoprotéicos na luz dos
tubulos (Figura 28B). O grupo 2R1C 60d exibiu maior intensidade de coloracdo nos
glomérulos e na membrana da capsula de Bowman, ainda se observou intensa
coloracdo em depdsitos presentes tanto no cértex quanto na medula (Figura 28C e
28D). Ja o grupo 2R1C + CTA 30d, mostrou a manutencao de intensa coloracéo nos
glomérulos, assim como ao redor da capsula de Bowman, que apresentou intensa
coloracdo em depdsitos presentes tanto no cértex quanto na medula (Figura 28E e
28F).
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Figura 28 - Fotomicrografias de rim do grupo 8 semanas corados por acido periddico-
Schiff

2R1C 60d SHAM 60d

2R1C + CTA 30d

Legenda: (A) Cortex do grupo SHAM 60d que apresenta coloragéo no glomérulo, capsula de Bowman,
que evidencia a membrana basal, além de coloragdo na borda em escova dos tubulos
contorcidos proximais (setas); (B) Medula do grupo SHAM 60d que apresenta coloragdo em
conteudos glicoproteicos presentes nos tubulos (seta); (C) Coértex do grupo 2R1C 60d
apresenta coloragdo mais intensa nos glomérulos e capsula de Bowman (setas); (D) Medula
do grupo 2R1C 60d apresenta intensa coloracdo em depdésitos presentes (seta); (E) Cortex
do grupo 2R1C + CTA 30d apresenta manutencdo de intensidade da coloracdo nos
glomérulos e na cipsula de Bowman (seta); (F) medula do grupo 2R1C + CTA 30d apresenta
intensa coloragcao em depdsitos presentes (seta) (Objetiva 20x).

Fonte: A autora, 2020
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5.10 Marcacdao das fibras colagenas

A coloracéo por Picro Sirius Red na semana seis mostrou que o grupo SHAM
45d apresentou uma quantidade basal de fibras de colageno, ocorrendo
principalmente ao redor dos glomérulos, tubulos e vasos sanguineos (Figura 29A e
29B). Entretanto, o grupo clipado 2R1C 45d apresentou intensa marcagédo de fibras
coldgenas no parénquima renal tanto no cortex quanto na medula (Figura 29C e 29D).
O grupo 2R1C+CTA 15d apresentou o rim com parénquima restaurado em relacéo ao
grupo 2R1C 45d e semelhante ao grupo SHAM 45d, com marcacéo basalde colageno

ao redor dos glomérulos e tubulos (Figura 29E e 29F).

O grupo controle SHAM 60d apresentou uma quantidade basal de fibras de
colageno, ocorrendo principalmente ao redor dos glomérulos, tubulos e vasos
sanguineos (Figura 30A e 30B). Entretanto, o grupo clipado 2R1C 60d apresentou
intensa marcacao para fibras coldgenas uma vez que a fibrose ja esta bem
estabelecida (Figura 30C e 30D). Apds o tratamento com CTA o grupo tratado
2R1C+CTA 30d apresentou o rim com parénquima tdo acometido pela fibrose quanto
0 grupo clipado 2R1C 60d, indicando que o tratamento com CTA ndo foi eficaz para a

restauracao do parénquima renal em tempo tardio (Figura 30E e 30F).
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Figura 29 - Fotomicrografias de rim do grupo 6 semanas corado com Picro Sirius Red
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Legenda: (A) Cortex do grupo SHAM 45d - apresenta deposi¢cdo de colageno, ao redor dos
glomérulos , tubulos e vasos sanguineos (seta); (B) Medula do grupo SHAM 45d -
apresentam deposi¢do de colageno, ao redor tlbulos e vasos sanguineos (seta); (C)
Coértex do grupo 2R1C 45d - apresenta acumulo de colagenos no parénquima renal (seta);
(D) Medula do grupo 2R1C 45d — acumulo de colageno no parénguima renal (seta); (E)
Coértex do grupo 2R1C + CTA 15d —apresenta deposic¢ao reduzida de colageno ao redor
dos glomérulos, tdbulos e vaso sanguineos (seta); (F) Medula do grupo 2R1C + CTA 15d.
— apresenta deposicéo reduzida de colageno ao redor dos tubulos e vasos sanguineos
(seta). (Objetiva 20x).

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 30 - Fotomicrografias de rim do grupo 8 semanas corado com Picro Sirius Red
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Legenda: (A) Cértex do grupo SHAM 60d - apresenta deposicado de colageno, ao redor dos glomérulos,
tubulos e vasos sanguineos (seta); (B) Medula do grupo SHAM 60d - apresenta deposi¢éo
de colageno, ao redor tdbulos e vasos sanguineos (seta); (C) Cértex do grupo 2R1C 60d -
apresenta intenso acumulo de colagenos no parénquima renal (seta); (D) Medula do grupo
2R1C 60d — apresenta intenso acumulo de colageno no parénquima renal (seta); (E) Cortex
do grupo 2R1C + CTA 30d —apresenta marcagao intensa para colageno no parénquima renal
(seta); (F) Medula do grupo 2R1C + CTA 30d. — apresenta marcacao intensa para colageno
no parénquima renal (seta). (Objetiva 20X.).

Fonte: A autora, 2020.
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5.11 Quantificagdo das Fibras coladgenas

As fibras coldgenas foram quantificadas a partir de fotomicrografias de rim
corados com Picro Sirius Red pelo programa Image J. O corante marca em vermelho
as fibras colagenas, a porcentagem de area das regides coradas foi mensurada. No
grupo experimental de seis semanas, o grupo clipado 2R1C 45d (13,43 + 0,4)
apresentou grande deposicdo de fibras colagenas no parénquima renal quando
comparado ao grupo controle SHAM 45d (4,83 + 0,51). Ja no grupo tratado 2R1C +
CTA 15d (5,74 + 0,37), a quantidade de fibras colagenas se apresentou reduzida
guando comparada ao grupo clipado (Grafico 7A). No grupo experimental de oito
semanas o grupo de animais clipados 2R1C 60d (15,96 + 0,14) apresentou também
grande deposicao de fibras colagenas quando comparado ao grupo controle SHAM
60d (5,04 + 0,12). O grupo tratado 2R1C + CTA 30d (12,82 + 4,65) ndo apresentou

reducdo na quantidade de fibras coldgenas comparado ao grupo clipado (Grafico 7B).

Gréfico 7 - Porcentagem de fibras colagenas no parénquima renal
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrao, n=6 animais por grupo; (A) grupo
experimental 6 semanas - P=0,0001; (B) grupo experimental 8 semanas -P=.0,0001. (a)
com relagdo ao grupo SHAM. (b) com relagdo ao grupo 2R1C. A estatistica foi analisada
pelo teste one-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.
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5.12 Localizagao das células CTA GFP* no rim por imunoperoxidase

Através da técnica de imunoperoxidase, foi possivel localizar as células GFP*
no cortex renal, em sua maioria no intersticio préximo aos tubulos, 15 dias apoés
inoculo das células na regido subcapsular (Figura 31).

Figura 31 — Fotomicrografia da CTA GFP* no rim no grupo 6 semanas

2R1C+ CTA 15d

Legenda: (A) CTA GFP* (seta vermelha) na regido do cortex, especificadamente no intersticio
(Objetiva 40X); (B) Inserte da fotomicrografia A (Objetiva 100X); (C) CTA GFP* (seta
Vermelha) localizadas na regi@o do cortex (Objetiva 40X); (D) Inserte da fotomicrografia
C (Objetiva 100X).

Fonte: A autora, 2020.

A técnica de imunoperoxidase permitiu localizar as células GFP* no
parénguima renal totalmente desorganizado, caracteristico do grupo 2R1C + CTA 30d,
dias apds injecdo das células na regiao subcapsular (Figura 32).
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Figura 32 — Fotomicrografia da CTA GFP+ no rim no grupo 8 semanas

s o L Ca = 5PN

Legenda: (A) CTA GFP* (seta vermelha) no parénquima renal proximo as &reas de infiltrado
inflamatério (seta preta) (Objetiva 40X); (B) Inserte da fotomicrografia A (Objetival00X); (C)
CTA GFP* (seta vermelha) no parénquima renal proximo as areas de infiltrado inflamatério

(seta preta) (Objetiva40X); (D) Inserte da fotomicrografia C (Objetival00X).
Fonte: A autora, 2020.

5.13 Anélise da ultraestrutura renal

A microscopia eletrénica de transmisséo permitiu o estudo da ultraestrutura dos
componentes da barreira de filtragdo glomerular. Os Grupos SHAM apresentaram
barreira de filtragdo tipica com pedicelos e células endoteliais preservados (Figura 33A
e 33B). Nos grupos 2R1C 45d e 2R1C 60d houve maior desorganizacao glomerular
com espessamento da membrana basal glomerular e diminuigéo de regides de fenda
de filtrag&o devido a uma menor individualizagéo dos pedicelos (Figuras 33C e 33D).
Entretanto ap0s o tratamento com as CTA a lamina basal se mostrou mais delgada,

porém ainda com regido de espessamento no grupo 2R1C + CTA 15d. Os pedicelos
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se apresentaram bem individualizados com maior nimero de fendas de filtracdo
(Figura 33E). Resultado distinto foi encontrado no grupo 2R1C + CTA 30d, que mesmo
apos o tratamento com as CTA ndo apresentaram restauracdo dos componentes da
barreira de filtracdo, apresentando danos compativeis aos encontrados nos animais
clipados como espessamento da membrana basal, pedicelos hipertrofiados e

fusionados com reducao da fenda de filtracdo (Figura 33F).



Figura 33 - Eletromicrografia da ultraestrutura da barreira de filtracdo glomerular
SHAM 45d , SHAM 60d .

a0
» i T gt gl

Legenda:(A-B) Grupos SHAM 45d e 60d — apresentam barreira de filtracdo com
células endoteliais, membrana basal, pedicelos e fendas preservados; (C-D)
grupos 2R1C 45d e 60d - apresentam barreira de filtragdo desestruturada,
com células endoteliais modificadas e reduzidas, membrana basal espessa
com presenga de depositos densos, pedicelos fundidos e fendas
reduzidas.(E) 2R1C + CTA 15d - apresenta barreira de filtracdo preservada
com células endoteliais, membrana basal, ainda com regides de
espessamento, pedicelos e fendas restaurados; (F) 2R1C + CTA 30d -
apresenta barreira de filtracdo desestruturada, com perda de endotélio,
membrana basal espessa, pedicelos hipertrofiados ou fundidos e fendas
reduzidas;. (H) Hemacia; (») células endoteliais; (*) Membrana basal; (—)
Fendas de filtrac@o e pedicelos (Aumento: 20.000X).

Fonte: A autora, 2020.
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5.14 Mensuracgéo da atividade das enzimas antioxidantes e dano oxidativo

Para o estudo do estresse oxidativo a atividade das enzimas antioxidantes foi
analisada em homogenatos de rins esquerdos: A catalase é uma enzima antioxidante,
gue decompde o perédxido de hidrogénio em oxigénio e agua, evitando que ocorra o
estresse oxidativo na célula. No grupo experimental de seis semanas ndo foram
observadas diferengas entre os grupos conrole SHAM 45d (6,23 + 2,21); clipado 2R1C
45d (7,11 + 2,94) e tratado 2R1C+CTA15 (4,80 + 2,03) (Grafico 8A). A atividade da
catalase no grupo experimental de oito semanas apresentou-se reduzida no grupo
clipado 2R1C 60d (15,25 + 8,71), que se manteve no grupo tratado 2R1C+CTA 30d
(13,68 + 9,65), diferindo ambos do grupo controle SHAM 60d (25,76 + 3,96) (Gréfico
8B).

Gréafico 8 — Atividade da catalase renal
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrédo, n=8-10 animais por grupo. (A) grupo experimental 6
semanas - P=0,143; (B) grupo experimental 8 semanas - P=0,004. (a) com relacdo ao grupo SHAM.
(b) com relagéo ao grupo 2R1C. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA seguido o pos-
teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Homogenatos de rins esquerdos foram submetidos a andlise da atividade da
GPx, ela é responséavel pela detoxificacdo de perdoxidos organicos e inorganicos,
fazendo parte do sistema de defesa antioxidante enziméatico celular, juntamente com
a catalase. Nao foram observadas diferencas na atividade da GPx entre 0os grupos,
independente do grupo experimental seis semanas e oito semanas No grupo

experimental seissemanas, 0S grupos apresentaram 0s seguintes valores: controle
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SHAM 45d (3,17 + 0,71); clipados 2R1C 45d (4,11 + 2,10); tratados 2R1C+CTA 15d
(3,80 + 1,86) (Gréafico 9A). No grupo experimental de 8 semanas apresentaram 0s
valores: Controle SHAM 60d (15,38 + 3,27); clipados 2R1C 60d (17,82 + 3,30);
tratados 2R1C+CTA 30d (21,32 + 9,61) (Grafico 9B).

Grafico 9 — Atividade da glutationa peroxidase renal
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=8-10 animais por grupo. (A) grupo
experimental 6 semanas - P= 0,450; (B) grupo experimental 8 semanas - P= 0,117; (a)
com relagé@o ao grupo SHAM. (b) com relagé@o ao grupo 2R1C. A estatistica foi analisada
pelo teste one-way ANOVA seguido do pés-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Para o estudo do dano oxidativo proteico, o0s rins esquerdos foram
homogeneizados e proteinas carboniladas foram quantificados apos reacdo com 2,4
-Dinitrofenilhidrazona (DNPH) em HCL 2M por espectrofotometria, uma vez que uma
das consequéncias do estresse oxidativo nas células é a oxidacao das proteinas que
levam a perda de funcdo proteica. Desse modo, proteinas carboniladas sé&o
marcadores de dano oxidativo as proteinas. No grupo experimental de seis semanas,
nao foram observadas diferencas entre os grupos controle SHAM 45d (0,11 + 0,05);
clipado 2R1C 45d (0,13 + 0,07) e tratado 2R1C+CTA15 (0,11 + 0,07) (Grafico 10A).
No grupo experimental de oito semanas os animais clipados 2R1C 60d (0,15 + 0,04)
apresentaram elevacdo significativa de proteinas carboniladas, indicando dano
proteico comparado ao grupo SHAM 60d (0,10 + 0,01). O grupo tratado 2R1C+CTA
30d (0,12 + 0,04) ndo apresentou diferenca entre 0os grupos controle e clipados
(Gréfico 10B).
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Gréfico 10 — Quantificacéo de proteinas carboniladas
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrédo, n=8-10 animais por grupo; (A) grupo
experimental 6 semanas - P= 0,711, (B) grupo experimental 8 semanas P= 0,034; (a)
com relacdo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA
seguido do pos-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Ainda para o estudo do dano oxidativo proteico, os conteudos de 3-nitrotirosina,
marcador de dano proteico, foram quantificados em homogenatos dos rins esquerdos
pela técnica Western Blotting. N&do foram apresentadas diferencgas significativas entre
0s grupos. O grupo experimental 6 semanas apresentou os seguintes valores: SHAM
45d (0,78 + 0,37); 2R1C 45d (0,90 + 0,64) e 2R1C+CTA15 (1,20 + 0,47) (Gréfico 11A).
O grupo experimental oito semanas apresentou os seguintes valores: SHAM 60d (0,58
+0,28); 2R1C 60d (1,65 + 1,17) e 2R1C+CTA 30d (0,90 + 0,64) (Grafico 11B).
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Gréfico 11 — Quantificacdo da 3-Nitrotirosina
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=5-8 animais por grupo;(A) grupo
experimental 6 semanas - P=0,406; (B) grupo experimental 8 semanas -P=0,094; (a)
com relacéo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA
seguido do pés-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.

Para mensuracdo da peroxidacao lipidica, os conteudos de 4-Hidroxinonenal
foram quantificados em homogenatos dos rins esquerdos pela técnica Western
Blotting. O grupo de seis semanas nao apresentou diferenca entre 0s grupos,
apresentando os seguintes valores: SHAM 45d (0,79 + 0,19); 2R1C 45d (0.91 + 0,33)
e 2R1C+CTA15 (0,94 + 0,47) (Grafico 12A). No grupo experimental de oito semanas
0s animais clipados 2R1C 60d (1,47 + 1,01), apresentaram elevacao significativa de
4HNE, comparado ao grupo SHAM 60d (0,33 + 0,10), indicando que esses animais
sofreram dano lipidico. O grupo tratado 2R1C+CTA 30d (0,77 + 0,67), ndo apresentou

diferenca entre os grupos controle e clipado. (Grafico 12B).
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Gréfico 12 — Quantificacéo da 4-Hidroxinonenal
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Legenda: Valores expressos como média + desvio-padrdo, n=4-6 animais por grupo; (A) grupo
experimental 6 semanas - P= 0,764; (B) grupo experimental 8 semanas -P= 0,045; (a)
com relagdo ao grupo SHAM. A estatistica foi analisada pelo teste one-way ANOVA
seguido do pos-teste de Holm-Sidak.

Fonte: A autora, 2020.
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6 DISCUSSAO

A estenose da artéria renal provoca reducdo de fluxo sanguineo no rim,
resultando no desenvolvimento da hipertensdo renovascular e nefropatia isquémica.
A nefropatia isquémica € caracterizada por inflamacéo, estresse oxidativo, perda
microvascular e fibrose que, consequentemente, podem levar a insuficiéncia funcional
(OLIVEIRA-SALES & BOIM, 2016). Resultados promissores obtidos com
experimentos utilizando as células-tronco mesenquimais no tratamento de diversas
doencas, incluindo as patologias renais, elevam essas células como possiveis
instrumentos no tratamento dos danos provocados pela estenose da artéria renal
(EIRIN et al., 2012; PEIRED et al. 2016; VIZOSO et al., 2019).

O tecido adiposo tem se mostrado uma ferramenta atraente para aplicagéo na
medicina regenerativa, em virtude de ser uma fonte rica em células-tronco
mesenquimais (GARCIA et al. 2016; KOCAN et al. 2017; LEE et al.
2014;MUSHAHARY et al; 2018). Para serem caracterizadas como células
mesenquimais, essas células devem ser aderentes ao plastico, possuir a presenca
dos marcadores CD90, CD73 e CD105, assim como auséncia de marcador CD45,
entre outros, além de possuir a capacidade de se diferenciar em linhagens
adipogénica, osteogénica e condrogénica quando submetidas a meios de
diferenciacao especificos (BROWN et al., 2019; LEE et al.,2014; MUSHAHARY et al.,
2018).

Nossos resultados mostram que foi possivel isolar células mesenquimais
obtidas do tecido adiposo subcutaneo de ratos. ApOs expansdo in vitro, a
imunofenotipagem por citometria de fluxo confirmou que 89,5% das células em cultivo
expressavam CD105 e somente 0,5% CD45. Foi possivel ainda identificar por
imunofluorescéncia, a expressdao de CD90 pela maiorida das células em P3. Os
resultados foram consistentes quanto as caracteristicas fenotipicas (FRASER et al.,
2008; KERN et al.,2006; MOHAMMADI-MAHDIABADI et al., 2020; WAGNER et
al.,2005).

Ao serem cultivadas em meios especificos, as células apresentaram uma
resposta tipica de linhagem adipogénica, com células apresentando goticulas de
lipidio evidenciadas pelo Oil red e resposta tipica de linhagem osteogénica com

deposito de calcio marcado pela Alizarina. Marcacdes semelhantes foram
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encontradas por nosso grupo no trabalho de Dias et al., (2018), que foram
identificadas também no trabalho do grupo Fuoco et al., (2016) assim como pelos
pesquisadores Abdanipour, Tiraihi e Delshadna (2011) na confirmacao da natureza
mesenquimal das CTA, corroborando nossos resultados da diferenciagdo nas
linhagens adipogénica e osteogénica.

A estenose da artéria renal induzida pelo modelo 2R1C leva a rarefacéo
vascular, que ativa o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o que causa a
hipertensédo renovascular. O controle dessa situacao € problematico, uma vez que
muitos farmacos anti-hipertensivos, incluindo bloqueadores do SRAA nem sempre sao
eficazes e 60% dos pacientes sao refratarios ao tratamento (OLIVEIRA-SALES et al.,
2013). Ja esta bem descrito na literatura a capacidade das células-tronco
mesenquimais impedirem o aumento progressivo da presséao arterial na hipertensao
renovascular em modelos experimentais (LIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019;
OLIVEIRA-SALES & BOIM, 2016; OLIVEIRA-SALES et al., 2013).

Nossos resultados mostraram uma reducao significativa importante nos valores
da pressao arterial no grupo tratado 2R1C + CTA na quinta semana. Uma semana
apos o inicio do tratamento com as células, a PAS apresentou valores bem préximos
ao grupo SHAM que se mantiveram até a oitava semana de experimento. Em trabalho
anterior (Lira et al., (2017), nosso grupo identificou a reducéo da expressao de renina,
enzima conversora de angiotensina e receptores de angiotensina Il (AT1R) nos grupos
tratados pelas células mesenquimais de medula 6ssea, assim como regulacéo
positiva na expressao do receptor de angiotensina Il (AT2R), confirmando o efeito
renoprotetor dessas células.

Assim sugerimos que as CTA também podem regular positivamente a
expressdo de AT2R, inibindo os receptores AT1R com efeito renoprotetor que leva a
gueda e manutencdo da PAS em niveis basais nos animais tratados, uma vez que 0s
receptores de angiotensina Il AT1R e AT2R possuem efeitos contrarios. Enquanto o
AT1R produz efeitos fisiopatoldgicos tais como vasoconstricdo, proliferacao, fibrose,
estresse oxidativo e inflamacéo, a ativacdo do AT2R impede os efeitos fisiopatologicos
induzidos por AT1R e exerce efeitos vasodilatadores, antifibrético, antiproliferativo e
anti-inflamatorios e efeitos anti-hipertensivos na doencga renal (HALLBERG et al. 2018;
WANG et al. 2017).

Para a o estudo da funcéo renal, o volume urinario foi coletado por 24 horas e

nossos resultados no grupo experimental de seis semanas mostraram elevacgao
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significativa no volume urinario nos animais clipados 2R1C 45d quando comparado
ao grupo SHAM 45d, que se manteve no grupo tratado 2R1C+CTA 15d. Esse
resultado esta de acordo com o descrito na literatura onde Oliveira-Sales et al. (2013)
observou aumento do volume urinario em animais 2R1C que néo foi corrigido pelo
tratamento com as CTM, indicando um mecanismo deficiente de capacidade de
concentracdo urinaria nos primeiros 15 dias. Segundo o autor, uma possivel
justificativa € que com a rarefacdo microvascular, a via de acesso do horménio
antidiurético ao ducto coletor seja dificultada, contribuindo para o aumento do volume
urinério nos animais 2R1C 45d.

Ja no grupo experimental de 8 semanas, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto ao volume urinario entre os grupos, SHAM 60d, 2R1C 60d e
2R1C + CTA 30d. Esse resultado pode ser reflexo da compensacao funcional do rim
contralateral, que sofre hipertrofia e o equilibrio funcional fica restabelecido (AL-
SURAIH et al.,, 2014; SORINO et al.,, 2018). Sendo assim, sugerimos que esse
mecanismo aconteca em algum momento entre 45 e 60 dias e, por isso, ndo foram
encontradas diferencas significativas nos grupos clipados por 60 dias.

Com relagcdo a uroandlise por fita reagente, nossos resultados indicaram a
presenca de corpos cetbnicos nos animais clipados 2R1C 45d e 60d. Resultado
semelhante foi encontrado no trabalho de Lira (2017) nos animais clipados 2R1C 45d.
A mensuracdo dos corpos cetbnicos é recomendada para o diagnostico de
cetoacidose diabética e a avaliacao de sua gravidade, em virtude de serem produtos
da quebra de acidos graxos, que ocorre no diabetes melittus tipo 1 ndo tratada. A
uroandlise semiquantitativa vem sendo questionada quanto a sua eficiéncia. Novas
diretrizes indicam a analise sanguinea para deteccdo precoce e mais eficaz das
cetonas (HELMERSSON-KARLQVIST et al.,, 2019; MISRA & OLIVER; 2015).
Contudo, nao foi identificada a presenca de glicose na urina, que consiste num dos
principais sintomas do diabetes (FERRANNINI, 2011).

No grupo 2R1C 45d foi detectada presenca de nitritos, que indica presenca de
bactérias na urina capazes de converter nitrato em nitrito, sendo o indicativo de
infeccdo urinaria, porém a analise semiquantitativa est4 relacionada a taxas
relativamente altas de erros nos resultados de infeccdo em comparagdo com o0
padrdo-ouro que € a urinocultura (Masaijtis-Zagajewska & Nowicki , 2017). Nao foi
observada presenca anormal de leucdécitos na urina, um fator que se soma a presenca
de nitritos para caracterizar a infeccdo urinaria (MASAJTIS-ZAGAJEWSKA &
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NOWICKI, 2017). Em outros trabalhos do nosso grupo que usaram o mesmo modelo
experimental e analise semiquantitativa, a presenca de nitritos nao foi identificada na
urina (LIRA, 2017; FERNANDES, 2017)

Ao realizar andlise quantitativa da ureia, creatinina e proteinas totais no plasma
sanguineo, o grupo experimental de seis semanas, apresentou niveis de creatinina
significativamente elevados no grupo 2R1C 45d quando comparado ao SHAM 45d e
sem diferenca significativa comparado ao grupo 2R1C + CTA 15d. Resultados
semelhantes foram encontrados por nosso grupo num mesmo modelo e tempo
experimental em animais tratados com células-tronco mesenquimais de medula éssea
(AZEVEDO, 2019; LIRA, 2017). Ja no grupo experimental de 8 semanas, 0s niveis de
creatinina ndo apresentaram diferencas entre os grupos SHAM 60d, grupo clipado
2R1C 60d e o grupo tratado 2R1C + CTA 30d. A dosagem da creatinina plasmatica
fornece informacéo importante sobre a funcdo renal, jA que praticamente toda a
creatinina é filtrada no glomérulo e excretada no tubulo proximal (HUIDOBRO; TAGLE
& GUZMAN, 2018).

No grupo experimental seis semanas, 0s niveis de ureia nos animais clipados
2R1C 45d e tratados 2R1C + CTA 15d estavam significativamente elevados quando
comparado ao grupo SHAM 45d, indicando que o tratamento com CTA n&o implicou
na reducdo da ureia plasmatica. Resultados diferentes foram observados em nosso
grupo, utilizando mesmo modelo e tempo experimental no tratamento com células-
tronco mesenquimais de medula éssea, que mostrou reducao significativa nos niveis
da ureia entre animais tratados comparado aos clipados (AZEVEDO, 2019; LIRA,
2017). No grupo experimental de 8 semanas, 0s niveis da ureia ndo apresentaram
diferencas entre 0s grupos.

Tanto os resultados elevados da creatinina quanto da ureia no plasma refletem
uma reducdo na taxa de filtragdo glomerular segundo Rota et al., (2019). Assim,
sugerimos que apo6s 15 dias de tratamento com CTA, 0s animais apresentem baixa
taxa de filtracdo glomerular com consequente aumento de creatinina e uréia sérica
uma vez que nado houve tempo habil para compensacdo funcional pelo rim
contralateral. A mesma resposta foi observada por Zoja et al. (2018) que néo
identificaram reducéo significativa no valor de creatinina sérica apds 15 e 30 dias do
uso de CTM de medula 6ssea em ratos com lesdo renal crbnica induzida por

adriamicina.
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Ambos 0s grupos experimentais de 6 e 8 semanas néo apresentaram
diferencas nos niveis de proteinas totais no plasma. Resultado diferente foi
encontrado nos trabalhos de Azevedo (2019) e Lira (2017), onde o grupo 2R1C 45d
apresentou reducao nos niveis de proteinas no plasma e elevacado nos niveis em
animais tratados com células-tronco mesenquimais de medula 6ssea no grupo 2R1C
45d. Apesar de nossos resultados para os valores de proteinas totais indicarem que
nao ocorreu dano a barreira de filtracdo dos glomérulos dos animais, cabe ressaltar
gue esta bem documentado na literatura casos de individuos que possuem doenca
renal crénica e sdo assintomaticos, apresentando fun¢ées renais normais. Portanto a
avaliacdo da funcao renal somente pela analise bioquimica ndo deve ser utilizada
como parametro de diagnostico da nefropatia isquémica (KHATAMI, 2013;
ROMAGNANI et al., 2017; ROTA el al., 2019).

A estenose unilateral da artéria renal provoca assimetria renal. O rim submetido
a estenose apresenta atrofia, decorrente da hipoperfuséo, enquanto o rim contralateral
apresenta hipertrofia, em virtude da compensacao renal, o que caracteriza uma
condicdo importante no aspecto clinico da nefropatia isquémica, sendo os exames por
imagem essenciais no diagnéstico da doenca (KHATAMI, 2013). Numa andlise
gualitativa, foi possivel identificar a assimetria anatémica dos rins nos modelos 2R1C.
Nossos resultados estéo alinhados ao descrito na literatura anteriormente (CHENG et
al., 2009; LIRA et al., 2017; MORTENSEN et al., 2016), pois foi possivel observar os
dois grupos de animais clipados com rins esquerdos atrofiados e direitos
hipertrofiados, sobretudo nos grupos 2R1C 60d. N&o foi observado diferencas
evidentes entre os rins esquerdos dos grupos tratados 2R1C + CTA 15d e 2R1C +
CTA 30d.

Para avaliar a resposta dos rins clipados ao tratamento com CTA, foi realizada
a analise histologica do parénquima renal utilizando diferentes coloracdes. Na
coloracdo por HE, ap6s 15 dias de tratamento com CTA, observamos evidente
restauracao do parénquima renal, com organizacao histolégica semelhante ao grupo
SHAM 45d. Esse resultado também foi encontrado por nosso grupo em trabalho
anterior utilizando células mesenquimais de medula Ossea (LIRA et al.,, 2017).
Entretanto, no grupo 30 dias apdés o tratamento com CTA, foi observado certa
restauracdo de glomérulos e tubulos, porém, com grande presenca de infiltrado

inflamatdrio no intersticio indicativo de lesdo no parénquima renal.
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Para avaliar a membrana basal, realizamos a coloragéo por acido periédico-
Schiff e observamos que os animais 2R1C apresentaram espessamento da
membrana basal glomerular, da capsula de Bowman e dano tubular, como ja relatado
em trabalho anterior pelo nosso grupo em Oliveira et al.; 2019 e no trabalho de Wang
et al.; 2018. No grupo clipado com 15 dias apés o tratamento, a membrana basal
glomerular e a capsula de Bowman apresentaram-se menos espessas e com tubulos
mais preservados, indicando que o tratamento foi capaz de prevenir o espessamento,
0 que também foi observado pelo nosso grupo em Oliveira et al., (2019). J& no grupo
clipado com 30 dias apds o tratamento, o espessamento tanto da membrana basal
glomerular como da capsula de Bowman se mantiveram assim como o dano tubular,
indicando que o tratamento ndo foi capaz de prevenir o espessamento da membrana

basal nesse intervalo de tempo.

Pela andlise quantitativa dos cortes histolégicos corados por Picro Sirius Red,
constatamos a intensa deposicao de fibras colagenas no intersticio renal dos animais
clipados, observado também por Wang et al., (2019) usando o mesmo modelo. No
grupo 2R1C 60d a deposi¢cdo de fibras colagenas, fica mais evidente, indicando
fibrose mais acentuada nesses animais. Nos animais clipados com 15 dias apos o
tratamento, observamos parénquima renal com histologia muito semelhante ao grupo
SHAM, com marcacao positiva para colageno restrita ao entorno dos glomérulos,
tubulos e vasos sanguineos. Resultado semelhante foi encontrado por nosso grupo
em Lira et al., (2017). Em outro trabalho do nosso grupo, Azevedo (2019) identificou
no mesmo modelo experimental que os animais com 15 dias, ap0s o tratamento com
células-tronco mesenquimal de medula Ossea, apresentaram o equilibrio entre
metaloproteinase transmembrana e inibidores de metaloproteinase tecidual, de forma
a impedir a progressao da fibrose renal. Entretanto, em nossos resultados para os
grupos clipados com 30 dias ap6és tratamento, ndo foi observado um efeito antifibrético
das CTA uma vez que existe um quadro de intensa fibrose como encontrado nos
grupos 2R1C 60d.

O estudo por microscopia eletronica de transmissdo confirmou os achados
observados nas analises por microscopia de luz. A analise ultraestrutural mostrou em
detalhes a desorganizacdo glomerular, com espessamento da membrana basal,
hipertrofia e fusdo de pedicelos, perda da organizacdo endotelial e da fenda de
filtracdo nos grupos clipados 2R1C 45d e 2R1C 60d. Tais achados séo caracteristicos
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dos danos ultraestruturais encontrados em casos de leséo renal (CHEN et al., 2019;
KURIEN et al.,2016; ZHANG et al.,2019).

No grupo tratado com CTA e eutanasiado apos 15 dias - 2R1C + CTA 15d,
observamos uma preservacao da barreira de filtracdo, ainda que apresente regides
com espessamento na membrana basal. Resultado semelhante foi encontrado por
Nosso grupo no trabalho de Oliveira et al., (2019), onde foi utilizado 0 mesmo modelo
experimental com uso das células mononucleares da medula 6ssea com o tratamento.
Porém, ap6s 30 dias do tratamento com CTA, ndo houve preservacao ultraestrutural
dos componentes da barreira de filtragcdo que se apresentaram danificados tanto
guanto nos grupos clipados.

Os resultados encontrados nos grupos clipados e no grupo tratado por 30 dias
sdo relacionados as mudancas morfolégicas nos pedicelos que acontecem em
resposta ao estresse e lesdes aos quais os poddcitos sdo submetidos. Acredita-se
gue a hipertrofia podocitaria seja uma forma de compensacéao que visa reduzir a area
deixada por poddcitos perdidos no tufo glomerular, assim como a perda do padréo
interdigitante dos poddcitos, indicando que a barreira de filtragdo ndo esta intacta
(KRIZ et al., 2013; REISER & ALTINTAS, 2016). A perda da interdigitacdo podocitaria
foi muito bem evidenciada pelo nosso grupo por meio da microscopia eletrénica de
varredura em animais clipados no trabalho Oliveira et al., (2019). A fusdo podocitaria,
encontrada nos animais, também foi relatada anteriormente no trabalho de Liu et al.,
(2015), como sendo uma das consequéncias da isquemia provocada pela estenose
da artéria renal esquerda.

A estenose da artéria renal esquerda diminui a perfusdo renal, provocando a
superproduc¢édo de renina com consequente ativacdo SRAA que provoca uma resposta
enddcrina sistémica cujas acdes nos rins e glandulas suprarrenais regulam a pressao
arterial, volume intravascular e balanco eletrolitico. A hiperatividade do SRAA possui
estreita relagcdo com o modelo 2R1C, uma vez que a elevagédo da angiotensina Il, um
hormonio efetor do SRAA, proporciona o aumento de ERO no rim por meio de muitas
rotas, incluindo o aumento da NADPH oxidase, disfuncdo mitocondrial , diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico e reducdo das enzimas antioxidantes em mamiferos
(GOMEZ & VELARD, 2018; GORIN, 2016; LOPERENA & HARRISON, 2017; ROJAS-
RIVERA et al., 2012; SOUZA et al., 2019).

Quando ocorre desequilibrio devido ao excesso de compostos oxidantes com

simultanea diminuigdo das defesas antioxidantes, acontece o estresse oxidativo que
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provoca danos aos componentes celulares, incluindo DNA, proteinas e lipidios
(LOPERENA & HARRISON, 2017; SOUSA et al, 2019). Diante do cenério
apresentado no modelo 2R1C, analisamos o estresse oxidativo no rim esquerdo dos
animais submetido a clipagem, assim como nos animais tratados com CTA, com a
deteccdo da atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase,
assim como quantificamos marcadores de danos oxidativos proteicos como proteinas
carboniladas e 3-nitrotirosina, além do danos lipidico através do marcador 4-
hidroxinonenal.

A catalase renal ndo mostrou diferengca na atividade entre 0s grupos
experimentais de seis semanas, divergindo da literatura quando o trabalho de da
Costa et al., (2017) indicou reducéo da atividade da catalase nos animais 2R1C no
mesmo tempo experimental. Ja nos grupos experimentais de oito semanas,
observamos reducdo na atividade da catalase nos grupos clipado-2R1C 60d e, da
mesma maneira, no grupo 2R1C + CTA 30d, diferindo ambos do grupo SHAM 60d.
N&o observamos diferencas na atividade da glutationa peroxidase entre 0s grupos
experimentais de seis e oito semanas, e novamente nossos resultados diferem dos
publicados anteriormente (AMARAL et al., 2019; DA COSTA et al.,2017) que
indicaram reducao na atividade da GPX no grupo 2R1C na sexta semana. N&o
encontramos trabalhos anteriores cuja analise da catalase e glutationa peroxidase
tenha sido realizada no mesmo tempo experimental de oito semanas.

N&o encontramos diferencas entre 0s grupos experimentais de 6 semanas,
para quantificacdo das proteinas carboniladas, porém identificamos dano proteico no
grupo 2R1C 60d na oitava semana experimental. Em trabalho recente da Costa el al.,
(2017) apresentou elevacao das proteinas carboniladas em 2R1C na sexta semana
experimental. Nao observamos diferenca significativa entre os grupos experimentais
de seis e oito semanas na quantificacao da 3-nitrotirosina.

O 4-HNE é um aldeido produto da peroxidagcdo de &cidos graxos
poliinsaturados, que reage eficazmente contra proteinas das células, modificando-os,
sendo cada vez mais conhecido como um mediador e marcador de disfuncéo celular
em inimeras doencas (GUIMARAES-SOUZA et al., 2015; MARTINS et al., 2014;
ZARKOVIC et al.,, 2017). Na nossa analise do dano oxidativo nao identificamos
diferencas na quantificagdo do 4-HNE entre os grupos experimentais de seis
semanas. No grupo experimental de oito semanas, observamos o aumento nos niveis

de 4-HNE no grupo 2R1C 60d, que indica aumento da peroxidacgao lipidica quando
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comparado ao grupo SHAM 60d, indicando dano lipidico como consequéncia do
estresse oxidativo ao qual esse o grupo clipado esta submetido.

Esses resultados de status oxidativo indicam que os animais clipados nao
grupo experimental de seis semanas nao apresentaram estresse oxidativo, diferente
do observado nos animais clipados do grupo experimental de oito semanas, que
apresentaram danos oxidativos e reducdo de atividade da enzima antioxidante
catalase, dano proteico e peroxidacdo lipidica. A Catalase é a responsavel pela
neutralizagéo da H202. Embora o H202 néo seja uma ERO ele é responsavel por gerar
0 "OH, que é muito deletério para membranas celulares (CAMPOS & LEME, 2018; DA
COSTA, 2012). Em excesso o H20: ativa os canais TRPC6 e estimula o influxo de
célcio para as células, que levam a alteracdo na estrutura podocitaria como hipetrofia
e fusédo (ILATOVSKAYA et al., 2018), que foram observadas na ultraestrutura dos rins
dos animais com isquemia prolongada. Foram observadas ainda alteragOes
histopatol6gicas como desorganizacdo tubular, glomeruloesclerose, espessamento
de membrana basal, injuria endotelial, presenca de infiltrado inflamatério e fibrose que
pdem ser atribuidos também ao estresse oxidativo avancado (LERMAN et al.,2009;
SU et al., 2019).

Por imunoperoxidase foi possivel localizar as CTA GFP+ nos rins 15 dias ap6s
a injecado na regido subcapsular. Em trabalho anterior, foi identificada a presenca das
células mesenquimais de medula 6ssea no cortex e medula renal 15 dias apos
tratamento do grupo clipado (LIRA et al., 2017). Tais resultados demonstram que as
CTA permanecem no local da lesédo, contribuindo para um ambiente adequado para a
preservacao renal conforme relatado no presente trabalho.

No tempo experimental de oito semanas, as CTA GFP+ foram encontradas
proximas as regides de infiltrado inflamatério. Estudos recentes (MUNOZ et al., 2018;
WEISS & DAHLKE, 2019) relatam que CTA exdgenas, transplantadas diretamente no
tecido, sobreviveram por até 4 meses no local apés injecdo, mostrando que as células
podem sobreviver por um longo periodo, e ainda passam a desenvolver um fendtipo
das células do tecido residente. Porém, as células foram injetadas em tecidos
saudaveis, e ndo é possivel prever se as células teriam a mesma sobrevivéncia em
tecidos lesados. No trabalho de Eirin et al.,, (2012), as CTA foram localizadas
principalmente no intersticio cortical de rins suinos, quatro semanas apés uma unica
entrega das células por via intra-renal, que aconteceu em conjunto com a

revascularizacdo renal em modelo de isquemia/reperfuséo.
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O trabalho de Ninichuk et al., (2006) mostra a presenca das células
mesenquimais obtidas de medula 6ssea em rins de camundongos em modelo de
doenca Alport, que leva a doenca renal cronica até sete dias ap0s a injecdo
intravenosa. As células proporcionaram reducéo da fibrose intersticial, contudo néo
houve melhora da funcéo renal e nem retardo da progressao da doenca renal cronica

nesses animais.

A via de administracdo também € uma etapa importante para o sucesso do
tratamento. A via mais utilizada é a administracdo intravenosa, entretanto, uma
pequena fracdo das células transplantadas alcanca o 6rgéo alvo devido a maior quan
tidade ficar retida em outros 6rgdos, como o pulméo por exemplo (KINOMURA et
al.,2008; ORNELAS et al., 2019). No presente estudo foi feita a op¢éo pela injecédo na
regiao subcapsular do rim esquerdo, uma via de administragcao direta que proporciona
maior aporte de células com uma interacéo duradoura no érgéo lesionado (ZHU et al.,

2013; BEIRAL et al., 2014)

No contexto clinico, a eficacia das CTM vem sendo muito discutida na
atualidade. O grupo de Saad et al., (2017) avaliou a seguranca e a eficacia do uso de
CTA administradas uma Unica vez por via intra-arterial no tratamento de quatorze
pacientes com doenca renal aterosclerotica e trés meses apés tratamento constatou
melhora da oxigenacgdo renal e fluxo sanguineo cortical. O trabalho de, Kim et al.,
(2017) alerta para efeitos adversos no uso clinico das CTM e os autores relatam a
experiéncia de um paciente com DRC que recebeu injecédo intravenosa de CTA
autologa e, apos uma semana, a fungcdo renal preexistente foi completamente
agravada. A biopsia renal revelou fibrose intersticial grave, infiltragdo de células
inflamatérias, e algumas células expressando marcadores de superficie de células-

tronco trés meses apos administracdo de CTA.

Diversos trabalhos clinicos indicam que CTM administradas em 6rgaos os quais
apresentam inflamacé&o cronica bem estabelecida, como artrite reumatoide, doenca
inflamatadria intestinal e cardiaca, podem nao ter uma acéo reparadora téo eficaz, uma
vez que essas células respondem constantemente ao microambiente ao qual se
encontram (BOCHON et al.,, 2019; CHEN et al., 2010; NAM et al., 2015;
SWAMINATHAN et al., 2015). Quadri et al., (2018) relatou que o rim 2R1C, com 28
dias de clipagem, apresenta inflamacao e fibrose em estagios avancados.
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Na revisao de Denu & Hematti (2016) inUmeros trabalhos atribuem ao EO como
principal causa da reducédo da potencialidade reparadora das CTM, em virtude de
prejudicar a biologia das células, como reducdo da capacidade proliferativa, aumento
de senescéncia, reducao de competéncia imunomodulatoéria. Ainda o desequilibrio no
aumento das ERO e redugédo das defesas antioxidantes promovem um ambiente
favoravel para inducédo da diferenciacdo das CTM em linhagens adipogénica (DE
VILLIERS et al., 2018), o que pode comprometer sua capacidade reparadora em
ambientes submetidos ao estresse oxidativo. Embora tenhamos encontrado CTA no
rim 30 dias ap0s o tratamento, o rim esquerdo esteve submetido a longo tempo com
escasso suprimento sanguineo, onde foram encontrados tanto EO quanto inflamacéo,
caracterizando esse como um ambiente que compromete a capacidade regenerativa
propria das CTM e como consequéncia o dano tecidual ndo foi revertido pelo
tratamento. Assim, novos estudos sdo necessarios para investigar a frequéncia
adequada de administracdo das CTA em busca da restauracdo estrutural do

parénquima renal em tempos mais tardios de tratamento da nefropatia isquémica.
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CONCLUSAO

No modelo de nefropatia isquémica avaliado, o tratamento com células-tronco
adiposas mostrou beneficios na mordologia renal a curto prazo, ndo observada em
tempo tardio, apesar da permanéncia dessas células no tecido. Acreditamos que o
estresse oxidativo, evidenciado somente no tecido com esquemia mais prolongada,
possa ter dificultado a acdo reparadora inerente as células-tronco, contribuindo para
tais achados. Esses resultados abrem perspectivas para o aprofundamento do estudo
guanto a caracterizacdo dos mecanimos de acdo das CTA nas respostas anti-
fibrogénicas, assim como o estabelecimento do numero, frequéncia, vias de
administracdo e melhor momento para uso mais adequado das células-tronco

mesenquimais.
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ANEXO - Comissao de ética para o cuidado e uso de animais experimentais

( \. COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO Lo
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A '0 DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) I rog R
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intitulada "Estudo da estrutura e fungido renal de ratos
com nefropatia Isquémica apés transplante de células mesenquimais de tecido
adiposo”, registrada com o n® 010/2017, sob a responsabilidade de Ana Carolina Stumbo
Machado - que envolve a produglio, manutencgéo ou utllizaglo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6,899, de 15 de julho de 2000 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Exparimentagaio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes da UERJ, em reunido de 31/01/2017.

Finaidade { ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
encia da autorzagéo 31/01/2021

%;@&mlnhmm Rato Wistar

|_N° de animais 46

Peso/ldade 300 g / 60 dias
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em Bliotério setorial
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