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Resumo

RESUMO
Donizetti-Oliveira, C. “ESTUDOS DOS MECANISMOS RENOPROTETORES
DAS CELULAS-TRONCO DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO EM MODELOS
EXPERIMENTAIS DE DOENCA RENAL CRONICA”. Dissertacio (Doutorado).
Universidade Federal de S3ao Paulo — Escola Paulista de Medicina. Sao

Paulo/2014.

Atualmente cerca de 13% da populacdo mundial é afetada por algum grau de
doenca renal cronica, com um percentual de 45% de mortes atribuidas a
desordens de carater fibrotico. Neste contexto, novas formas terapéuticas de
tratamento se tornam imprescindiveis, como por exemplo, uso de terapia
celular com células-tronco mesenquimais. Essas células podem ser obtidas do
tecido-adiposo (CTAd) tornando-se possiveis terapias devido a sua facil
obtencao e propriedades pro-regenerativas, principalmente as exercidas por
acoes paracrinas. Portanto, neste presente trabalho analisamos o papel da CTAd
na reducao da progressao da fibrose renal em dois modelos experimentais: 1) de
isquemia e reperfusao renal unilateral severa (IR) e 2) de nefrite tabulo-
intersticial (NTI). Inicialmente, as CTAd foram isoladas de camundongos
C57BL/6j, e foram caracterizadas fenotipicamente e funcionalmente. Apoés sua
caracterizacdo, as CTAds foram administradas por via intraperitoneal (2.105
células/animal) em diferentes tempos ap6s insulto inicial, e os animais foram
avaliados 24 horas, 6 e 10 semanas apoés a IR e 10 dias ap6s a inducao da NTI.
No modelo de IR, no tempo de 24 horas, os animais tratados com CTAd
apresentaram reduzida disfuncao renal e tubular e um aumento do processo
regenerativo. Adicionalmente, a expressao renal de transcritos pro-
inflamatérios (IL-6 e TNF) foi diminuida, enquanto que o nivel de moléculas

vii



Resumo

antiinflamatorias e citoprotetoras (IL-4, IL-10 e HO-1) foram aumentadas.
Apesar da melhora funcional, as CTAd nao foram observadas nos rins dos
animais transplantados. Como esperado, apés 6 semanas de IR, os rins dos
animais nao tratados retrairam, enquanto os rins dos animais tratados com
CTAd permaneceram integros com menor deposicao de fibras de colageno do
tipo 1 (Col-1) e menos expressao do marcador de fibrose FSP-1. A protecao renal
observada em animais tratados com CTAd foi acompanhada por uma reducao
nos niveis séricos de citocinas inflamatoérias como TNF-a, KC, RANTES e IL-1a.
No modelo de NTI o mesmo padrao foi observado, ou seja, os rins dos animais
tratados apresentaram menor disfuncdo renal com reduzida expressao de
moléculas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) e diminuicdo da area fibrotica
observada principalmente pela coloracdo de Picrosirius e imunohistoquimica
para marcadores pro-fibroticos como FSP-1 e Col-1. Surpreendentemente,
quando avaliamos o tratamento das CTAd com 6 semanas de IR, periodo em
que os animais ja apresentavam fibrose, foi constatado uma melhora nos
parametros funcionais e menos fibrose e reducao da expressio de RNAm de
Col-1 e vimentina, além de menor expressao de FSP-1. Conclusivamente, nossos
resultados demonstram que a terapia com CTAd pode afetar a progressao da
fibrose renal, pela modulacao da resposta inflamatoria inicial. Acreditamos que
essa protecdo possa estar relacionada a modulagio dos mecanismos que
governam a transicao epitelial/endotélio-mesenquimal. Esperamos que esse
trabalho possa contribuir para a identificacao de potenciais vias de lesao ou de
regeneracao, facilitando a sua traducao mais simples e rapida para a pratica
clinica.

Palavras Chave: 1. Células-tronco mesenquimais. 2. Lesdo Renal Aguda /
Doencga Renal Croénica. 3. Inflamacao. 4. Fibrose
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Abstract

ABSTRACT
Donizetti-Oliveira, C. “ROLE OF ADIPOSE TISSUE-DERIVED STEM CELLS IN
THE PROGRESSION OF PROGRESSION OF CHRONIC RENAL DISEASE”.
Dissertation (PhD). Federal University of Sao Paulo - Paulista School of

Medicine. Sao Paulo/2014.

Currently 13% of the world population is affected by some degree of chronic
kidney disease, with a percentage of 45% of deaths attributed to disorders of
fibrotic character. In this context, the establishment of alternative treatments
becomes essential, as for example, the use of cell-based therapy with
mesenchymal stem cells. These cells can be obtained from adipose tissue (ASC),
becoming possible therapeutic targets, due to its accessibility and pro-
regenerative properties, especially those performed by paracrine actions.
Therefore, in this study we analyzed the role of ASC in reducing the progression
of renal disease in two experimental models: 1) severe unilateral renal ischemia
and reperfusion injury (IR) and 2) tubule-interstitial nephritis (TIN). Initially,
ASC were isolated from of C57BL/6j mice and were characterized
phenotypically and functionally. After characterization, ASC were administered
intraperitoneally (2,105 cells / animal) and animals were evaluated 24 hours, 6
and 10 weeks after IR, and 10 days after the induction of TIN. In the IR model,
the animals treated with ASC showed reduced renal tubular dysfunction and an
increase in the regenerative process after 24 hours. Furthermore, renal
expression of pro-inflammatory transcripts (TNF and IL-6) was reduced in
animals treated with ASC, while the level of anti-inflammatory and
cytoprotective molecules (IL-4, IL-10 and HO-1) was increased. Despite
functional improvement, ASCs were not found in the kidneys of transplanted
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Abstract

animals. As expected, untreated kidneys demonstrated reduced size at 6 weeks
after IR, whereas the kidneys of ASC-treated animals remained normal in size,
showed less type 1 collagen deposition and decreased staining for the fibrosis
marker FSP-1 and hypoxyprobe. The renal protection seen in ASC-treated
animals was followed by reduced serum levels of inflammatory cytokines such
as TNF-a, KC, RANTES and IL-1a. In the TIN model the same pattern was
observed, where kidneys of treated animals showed less renal dysfunction with
decreased expression of pro-inflammatory molecules (TNF-a and IL-6) and
decreased fibrotic area, observed mainly by picrosirius staining and
immunohistochemistry for pro-fibrotic markers as FSP-1 and type 1 collagen.
Surprisingly, when evaluating the treatment of ASC, 6 weeks after IR, an
interval where interstitial fibrosis was already present, we found an
improvement in functional parameters and reduced fibrotic process analyzed by
picrosirius staining and reduced expression of mRNA for type 1 collagen and
vimentin, in addition to lower expression of FSP-1. In conclusion, our results
showed that ASC therapy can affect the progression of renal fibrosis, through
modulation of the initial inflammatory response. We believe this protection may
be associated with the regulation of mechanisms that govern
epithelial/endothelial-mesenchymal transition. We expect this study may
contribute towards the identification of potential renal injury or regeneration
pathways, facilitating its translation to clinical practice in an easier and simpler

manner.

Key Words: 1. Mesenchymal stem cells. 2. Acute Kidney Injury / Chronic

Kidney disease. 3. Inflammation. 4. Fibrosis.



Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. Lesao Renal Aguda (LRA)

LRA é uma doenca de grande repercussao clinica, uma vez que esta
associada a altas taxas de morbidade e mortalidade, afetando cerca de 20% de
todas as internacbes hospitalares, com mortalidade variando de 15% em
pacientes com insuficiéncia renal aguda isolada, para cerca de 50% a 80% nos
pacientes nas unidades de terapia intensiva (UTTI). -3

A LRA ¢ definida como um declinio abrupto da funcao renal, gerando
distarbios hidroeletroliticos e de balaco acido/basico decorrentes da perda do
clearance de pequenos solutos (creatinina, uréia, NA+, K+ e metabolitos) como
também do decréscimo da taxa de filtracdo glomerular. Deste modo, ao
englobar pacientes com diversas sindromes e com pequenas alteracoes na
funcdo renal e nao apenas aqueles com necessidade de terapia renal
substitutiva, atualmente o termo LRA veio em substituicio ao termo antigo
insuficiéncia renal aguda (IRA).4

A LRA pode ser resultado de miiltiplos fatores: reducao da perfusao renal
sem lesdo celular, de um insulto isquémico, téxico ou obstrutivo dos ttbulos
renais, de um processo tubulo intersticial com inflamacao e edema ou por uma
reducdo da capacidade de filtracdo por uma patologia primaria do glomérulo.5
Além disso, a LRA é frequentemente considerada uma doenca multifatorial,
com concomitante isquemia, nefrotoxicidade, componentes sépticas e com
sobreposicao de mecanismos patogénicos.®

A isquemia e a nefrotoxicidade aparecem como as causas mais comuns da
LRA. Neste trabalho um dos modelos experimentais utilizados foi o modelo

experimental de lesao de isquemia e reperfusao (IR) proposto por Rabb e
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colegas.” Nesse modelo, ap6és a IR ocorrem alteracoes renais estruturais e
bioquimicas que resultam em vasoconstri¢ao, descamacao das células tubulares,
obstrucao tubular intraluminal e retorno do filtrado glomerular. Além disso,
mesmo 6 semanas depois da lesdo inicial, ainda podia ser encontrado
inflamacao (elevados niveis de IL-1b e TNF-a), fibrose renal e alteracées na
estrutura renal.6

Na fisiopatologia da LRA, primeiramente ocorrem alteracoes
morfolégicas, sendo observado perda da integridade do citoesqueleto e
polaridade celular, formacao de “bolhas” nas membranas apicais das células do
tibulo proximal, com perda da borda em escova e rompimento das tight
junctions como consequéncia das alteracoes na rede de actina e de microtibulos
do citoesqueleto.8:9 De forma adicional ha translocacdo de moléculas de adesao
e outras proteinas de membrana, tais como Na+/K+ ATPase e [-integrinas da
membrana basolateral para a membrana apical, ocorrendo também apoptose e
necrose das células tubulares.i© Nesse sentido, a perda da barreira de células
epiteliais e das tight junctions entre as células viaveis, podem resultar no
retorno do filtrado glomerular, reduzindo ainda mais a eficacia da filtracao
glomerular. A persisténcia da lesdo e/ou sua severidade, pode acarretar na
descamacao de células viaveis e nao viaveis, levando ao aparecimento de areas
desnudas onde a membrana basal permanece como a unica barreira entre o
filtrado e o intersticio peritubular. Esse processo permite o retorno do filtrado,
especialmente em circunstancias em que a pressao no tibulo estd aumentada
devido a obstrucao intratubular resultante de detritos celulares que interagem
com proteinas, tais como a fibronectina localizadas internamente ao limen.

A lesao do epitélio tubular promove a geracdo de mediadores
inflamatorios e vasoativos, que podem atuar sobre a vasculatura aumentando a
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vasoconstricao e inflamacao. Esse fenomeno ocorre devido a interacao entre o
CD11a/CD18 e CD11b/CD18 com a molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1)
localizadas nos neutrofilos e células endoteliais, respectivamente.
Posteriormente, os neutrofilos liberam espécies reativas de oxigénio (EROs),
proteases, mieloperoxidase, e outras enzimas as quais danificam o tecido
adjacente. Estas substancias, juntamente com leucotrieno B4 e fator ativador de
plaquetas, podem, ambos, aumentar a permeabilidade vascular e a expressao de
moléculas de adesao que sustentam a inflamacao.1214 A persisténcia do insulto
leva a manutencao do quadro inflamatério, o que acarreta a longo prazo, o

desenvolvimento e estabelecimento do quadro de doencga renal crénica.

1.2. Lesao renal Aguda e Doenca Renal Cronica

Estudos clinicos realizados h4 mais de 50 anos ja demonstraram que um
simples episddio de LRA poderia levar a uma perda de funcao renal maior do
que esperado. Eles atribuiram esta disfuncdo cronica ao dano vascular e a
ruptura da membrana basal com uma regeneracao epitelial anomala, resultando
em perda substanciais de néfrons. 1516

Recentemente, entre 2008 e 2012, estudos observacionais com coortes
unicos de pacientes com LRA e com utilizacdo de uma grande base de dados
demonstraram que os pacientes que sobrevivem a um episédio de LRA possuem
um risco significativo para progressao para estagio avancado de doenca renal
cronica (DRC). 1720

Um desses estudos, realizado em Washington, utilizando mais de 79.000
pacientes hospitalizados com e sem LRA, tendo como controle pacientes com
pneumonia ou infarto agudo do miocardio sem LRA, demonstrou ao longo de 5
anos de acompanhamento que em todos os grupos houve deterioracao da
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funcao renal, mas com maior gravidade nos pacientes previamente acometidos
com insuficiéncia renal aguda e necrose tubular aguda (NTA). O estudo também
evidenciou que esses pacientes afetados com disfuncdo renal possuiam altos
riscos para desenvolvimento de DRC e uma sobrevida menor em relacdo aos
controles. 19

Outro dado interessante é a relacao entre gravidade da LRA e a
progressao da DRC. Outro estudo com uma coorte de 11.589 pacientes,
utilizando a creatinina como marcador de severidade da LRA, mostrou que os
pacientes que necessitaram de dialise tinham um risco maior de progressao
para DRC do que pacientes com LRA nao dialitico.’”? De forma semelhante,
pacientes que apresentaram maultiplos episédios de LRA, tinham maior
probabilidade de progressio para DRC em comparagdo com pacientes com
episodio isolado. Thakar et al. também demonstraram, em uma coorte de
veteranos norte-americanos com diabetes, que pacientes com dois ou mais
episddios de LRA eram mais propensos a progredir para o estagio mais
avancados de DRC do que os pacientes que experimentaram um episddio
Unico.2!

Esse crescente risco de progressio para DRC em pacientes que
desenvolvem a LRA nao se limita aos pacientes adultos, mas afeta também a
populacdo pediatrica. Grandes estudos de coorte pediatricos sugerem que
certos subgrupos de criancas (como pacientes de transplante de medula 6ssea)
possuem um alto risco para progressao da DRC.2223 Hui-Stickle et al. avaliaram
pacientes pediatricos em unidades de terapia intensiva, onde 34 % tiveram
reducao da funcao renal ou se tornaram dialise dependentes.24 Outros trabalhos
também mostraram uma alta morbidade e mortalidade em populacoes
pediatricas ap6s um episoédio de LRA. Esses pacientes apresentaram diversos
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sintomas clinicos de DRC como: hiperfiltracao, funcao renal reduzida,
hipertensao e microalbumindaria.25

De forma complementar, estudos experimentais utilizando modelos
animais sugerem que os rins apos episddios de LRA podem progredir para um
estagio de DRC, independente da causa inicial da LRA.26-28 O exato mecanismo
pela qual a LRA inicia ou acelera o desenvolvimento de DRC ainda € incerto.
Dados pré-clinicos, no entanto, sugerem que uma variedade de mecanismos
podem estar envolvidos, como perda de néfrons e hipertrofia tubular,
inflamacao intersticial, fibrose, lesao endotelial, rarefacao vascular, ciclo celular

e mal adaptacdo do reparo tecidual (Figura 1).

Neutroéfilos e

Intersticio % Mondcitos
s o,

ascular

Alteragﬁes Epigenéticas
Células em fase G2/M

Figurai: Alteracoes no tabulo renal e no ambiente peritubular na
progressao da LRA para DRC: a) seccao de tubulo renal normal, com células
epiteliais normais, intersticio renal, e vasos peritubulares sem alteracoes; b) seccao de
tabulo renal com necrose tubular aguda, necrose de células epiteliais, detritos celulares
intra-tubular, lesdo endotelial e dos capilares peri-tubulares, com migracao de
macrofagos e mondcitos no intersticio renal; ¢) seccdo de tibulo renal com reparacao e
regeracao normal da arquitetura renal; d) seccao de tabulo renal apés episdédio de LRA,
resultando em uma regeneracao incompleta. Nesse processo anémalo caracteriza-se
com as células epiteliais com evidéncias de parada no ciclo celular com subsequente
mudanca epigenética a favor de fenotipo de fibrose; intersticio renal com evidéncias de
fibrose; diminuicao da densidade vascular; combinacdao do decréscimo de suprimento
sanguineo e fibrose leva a zonas de hipéxia que em combinacao com o decréscimo de
suprimento vascular e geracao de fibrose pode iniciar um ciclo vicioso com aumento de
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formacdo de fibrose. Figura adaptada de “Acute Kidney Injury and Chronic Kidney
Disease”, Lakhmir S Chawla, 2012 29.

1.2.1 Perda de Néfrons e hipertrofia glomerular:

Estudos pré-clinicos tem demonstrado que apds um episodio de LRA, a
perda permanente e significativa de néfrons é comparavel ao modelo
experimental animal de rim remanescente (Nx5/6 em ratos), em que apos
nefrectomia subtotal, os néfrons remanescentes sao responsaveis pelo aumento
da taxa de filtracao glomerular (TFG) via hiperfiltracao e hipertrofia glomerular.
Consequentemente esse processo ao longo do tempo gera lesdes nefroticas com
continua proliferacdo celular que cronicamente resulta em fibrose tabulo-
intersticial e perda progressiva de néfrons. 30 A patofisiologia envolvida no
fenémeno de perda de nefrons e hipertrofia glomerular tem sido bem descrito
em modelos experimentais.2” Ocorrem adaptacoes na microcirculacao dos
glomérulos remanescentes, gerando um aumento do drive de forca a favor da
filtracao que resulta em aumento da taxa de filtracdo. O aumento da taxa de
filtracdo por néfron é proporcional a quantidade de néfrons perdidos, em que
quanto maior for o dano, maior serd a taxa de filtracdo por néfron
remanescente. Esta hipertrofia funcional é considerada benéfica no sentido que
mantém a taxa de filtracdo global proximo ou dentro da normalidade.
Entretanto, o que a literatura e a clinica nos mostra é que ocorrem lesoes
continuas no néfron, havendo esclerose glomerular acompanhada de
progressiva azotemia, proteintria e hipertensdo arterial, com elevada perda

subsequentemente de néfrons. 28
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1.2.2 Inflamacao intersticial:

A resposta inflamatéria é um importante contribuinte para o dano
tecidual associado ao episodio de LRA, uma vez que esse processo é responsavel
pela geracdao de um desarranjo na microcirculacao e posteriormente alteracoes
funcionais das células tubulares, sendo que a intensa producao e liberacao de
mediadores inflamatorios locais podem ainda contribuir para a reducao do fluxo
sanguineo na medula renal, com consequéncias severas para a funcao e
viabilidade tubular.3:-33

Ap6s uma IR, as células endoteliais contribuem para disfunciao do 6rgao
ao aumentar a expressao de moléculas como integrinas, selectinas e membros
da superfamilia das imunoglobulinas, incluindo ICAM-1 e moléculas de adesao
celular vascular. O aumento da interacao leucdcito/endotélio pode resultar em
adesao célula-célula levando a uma diminuicdo do fluxo sanguineo e
agravamento do dano renal.34 Por outro lado, o aumento de expressao de ICAM-
1 esta associado com a liberagao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-
6 e IL-1p. No decorrer do curso da LRA, mais precisamente em sua fase tardia,
héa a ocorréncia de um infiltrado intersticial de macréfagos e linfécitos T, os
quais se sobrepoem ao ingresso inicial da populacio de neutréfilos
inflamatoérios. Além de citocinas inflamatérias, EROs sdo geradas durante a
reperfusdo, e desempenham um papel importante na lesdo das células tubulares
epiteliais. Estas, por sua vez, nao s6 contribuem para a reacdo inflamatoéria
através da geracao de citocinas quimiotéaticas tais como TNF-a, MCP-1, IL-8, IL-
6, IL-1 e TGF-f, MCP-1, IL-8 e RANTES, como também ativam os linfocitos T,
sustentando e agravando o processo inflamatorio. 35

Na literatura é relatado que a molécula TGF- é um potente inibidor da
resposta inflamatoria, porém paradoxalmente, o TGF-f é o principal fator
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fibrinogénico, podendo induzir fibrose intersticial cronica e ativar a transicao
epitélio mesenquimal (TEM)36 e transicao endotélio mesenquimal (TEndM).37
Dados recentes tém demonstrado um papel direto do TGF-3 como um mediador

da LRA.38

1.2.3 Fibrose:

Durante a formacao do estado de fibrose renal temos a ocorréncia de um
infiltrado de células inflamatoérias, ativacdo e expansao de fibroblastos,
producdo e deposicido de abundantes componentes da matriz extracelular,
atrofia tubular e rarefacdo dos capilares peritubulares.39 Neste processo de
formacao de fibrose, o TGF-3 é o principal agente mediador,4° pois promove
proliferacdo de fibroblastos, sintese de matriz extracelular e inibicdo da
colagenase em multiplos 6rgaos, eventos estes caracteristicos tanto da TEM
quanto da TendM.36:37:41

Desordens renais de carater cronico e progressivo, inevitavelmente
culminam em um estado de fibrose renal, onde ha a ativacao e acaimulo de um
grande numero de fibroblastos ou miofibroblastos produtoras de componentes
da matriz extracelular. Os fibroblastos ou miofibroblastos possuem diversas
origens, podendo ser fibroblastos residenciais, pericitos vasculares, advir da
TEM ou da medula 6ssea (fibrocitos circulantes).42.43

Recentemente, a TEndM também tem sido sugerida como um fator
gerador de fibrose, sendo reconhecido como um novo mecanismo para a
geracao de miofibroblastos.44 Em ambos os processos de TEM ou TEndM, as
células epiteliais ou endoteliais perdem a aderéncia e polaridade apical/basal, se
tornando células altamente invasivas, migratorias e fusiformes, com
caracteristica de células mesenquimais alongadas. Adicionalmente, alteracoes
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bioquimicas acompanham estas mudancas morfologicas e funcionais, havendo
diminuicao da expressao de marcadores epiteliais e endoteliais com aquisicao
de marcadores mesenquimais, originando dessa forma as células responsaveis
pela secrecao ativa de matriz extracelular.39-45

A TEM pode ser vista como uma resposta adaptativa das células epiteliais
apos estresse cronico ou lesdo. O disttrbio homeostatico causado pela hipoxia,
estresse oxidativo e inflamacao podem em conjunto produzir e liberar varias
quimiocinas e citocinas, as quais atraem e dirigem o influxo de células
inflamatérias para o espaco tubulo-intersticial. Este infiltrado celular torna-se
ativado e produz um gradiente de fatores soluveis, inclusive moléculas pro-
inflamatorias, citocinas pro-fibroticas e matriz metaloproteinase 9 (MMP-9),46
criando um microambiente hostil para células epiteliais e endoteliais. Aliado a
esse processo, ainda existe a ocorréncia durante a fase inicial do processo
inflamatoério antecessor a fibrose renal, a liberacao de citocinas pelo infiltrado
inflamatoério como IL-1, TNFa, e IFNy, as quais potencializam nas células
tubulares o fendmeno de TEM desencadeado por acdo do TGF-f, induzindo
concomitantemente a expressao na mesma célula do receptor de TGF-f3. 47 Por
sua vez, a sinalizacdo TNF-a/NF-kB estabiliza o fator de transcricio Snail
(potente indutor de TEM), bloqueando a sua ubiquitinacido, proporcionando

outro link molecular entre a inflamacao e o mecanismo de TEM.48:49 (Figura 2)
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Figura 2: TEM e formacao de fibrose: A) Células Inflamatorias e fibroblastos
residentes ativados (miofibroblastos) liberam diversas moléculas que levam a
degradacao da membrana basal e perda da polaridade apical/basal das células epiteliais
tubulares que entram em processo de apoptose ou TEM. B) Cooperacido entre
Inflamacao, estresse oxidativo e hipoxia na inducao de TEM para a progressao de
fibrose. Figura Adaptada de Kalluri, R e Lépes — Novoa, 2009.36:5

1.2.4 Disfuncao no reparo tecidual

Durante a progressao da LRA para DRC, o processo de TEM pode
também ser decorrente da disfun¢do na reparacdo do tecido, levando a
formacao de fibrose tecidual devido a producdo excessiva de agentes pro-
fibréticos, tais como TGF-f, CTGF e colageno tipo I. Neste sentido, Yang e
colaboradores,5! demonstraram nos rins lesionados acometidos de fibrose a
ocorréncia de grandes numeros de células epiteliais de tabulo proximal
localizadas na fase G2/M do ciclo celular. Nesta fase células tubulares levam a

ativacao de c-jun NH (2)-quinase terminal (JNK), a qual sinaliza para uma
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maior producao de citocinas pro-fibréticas, fazendo com que haja mudancga de
um fenoétipo tubular classico para outro com caracteristicas fibroblastoides.s!

Esses resultados sugerem que, em resposta a lesdo, um processo de méa
adaptacdo do reparo renal pode ocorrer, causando fibrose ao invés de reparagao
do epitélio tubular. A parada na fase G2/M do ciclo celular faz com que as
células epiteliais tubulares se convertam em um fenétipo, o qual promove o
crescimento e ativacao de fibroblastos. Nesse momento, se a secrecao e ativagao
de TGF-P1 é sustentada, as mudancas epigenéticas em fibroblastos podem
surgir, o que pode transforma-los em miofibroblastos ativos, os quais proliferam
independentemente de qualquer fator de crescimento.52

Concomitantemente, mudancas no ciclo celular e alteracoes epigenéticas
representarem pelo menos dois mecanismos de mi reparacdo que parecem
desempenhar papéis determinantes na formacao da fibrose ap6és um evento de

LRA.52-54

1.2.5 Lesao endotelial e rarefacao vascular:

Modelos experimentais de LRA demonstraram o envolvimento do
endotélio e da lesdo vascular na progressao da doenca. Embora a reparacao
tubular apo6s a lesdo ocorra de maneira intensa, a capacidade de restauracao
vascular apés um evento de LRA nao segue o mesmo padrao.ss Varios modelos
diferentes de lesao (IR, folato, inibicdo da oxido nitro sintase e obstrucao
ureteral) enfatizam que a densidade vascular diminui apds a lesdo,56-59 com
perda progressiva da rede vascular, variando entre 30 e 50%.53 Essa perda da
arquitetura vascular pode ser um dos componentes chave do desenvolvimento
da fibrose ap6s a LRA. O tecido lesionado contendo insuficiente suprimento
sanguineo torna-se hipoxico, gerando uma cascata de auto-propagacao da lesao.
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A rarefacao dos capilares inicia a ativacao de vias de sinalizacdao induzida por
hipoxia, as quais também podem promover a inflamacgao e a fibrose tecidual.3°
Assim, o mecanismo de rarefacdo capilar em focos de fibrose pode ser tanto
uma causa e um efeito da hipoxia, a qual por sua vez, leva a ativacao da
sinalizacdo, seguida por inflamacdo e ativacdo de fatores que aumentam a

fibrose tecidual.

1.3 Nefrites tabulos-intersticiais (NTI)

As nefrites tabulos-intersticiais (NTI) podem ser definidas como um
envolvimento inflamatério no intersticio renal acometendo os tabulos, com
edema intersticial e lesao tubular aguda. Quando o agente agressor persiste, o
processo é agravado pela formacao de fibrose intersticial e atrofia tubular, além
de infiltrado inflamatorio de linfocitos, macrofagos e outras células.6°

Com o intuito de estudar a fisiopatologia desta doenca, temos atualmente
o modelo experimental de NTI induzido por adenina. Em mamiferos, a adenina
¢ um produto endogeno da via da poliamina e é captada pela adenina-
fosforibosiltransferase (APRT). Quando a APRT funcional esti ausente, a
adenina passa a ser um substrato significante para a xantina-desidrogenase
(XDH), que a oxida em 2,8-diidroxiadenina (2,8-DHA), a qual é extremamente
insolavel, podendo levar a cristalaria, formacao de célculos urinarios, além de
exercer efeitos toxicos diretos nas células tubulares e intersticiais renais, o que
eventualmente pode acarretar em um estagio final de faléncia renal.61.62 A
ingestdo de adenina a longo prazo induz distirbios na funcdo renal pela
deposicao de DHA nos tabulos renais.®3 Portanto, os modelos experimentais de
lesdo tubulo-intersticial induzida pela adenina parecem compartilhar os
mesmos mecanismos fisiopatologicos da lesdao renal pela deficiéncia da APRT
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em humanos. Esses mecanismos pelos quais a deposicao de cristais de DHA no
rim leva a atrofia tubular irreversivel e fibrose intersticial ainda nao sao bem
compreendidos. Estudos mostraram que camundongos tratados com racao
enriquecida com adenina desenvolveram nefrolitiase, seguida de insuficiéncia
renal. Histologicamente, os rins dos animais apresentaram cristais
citoplasmaticos, necrose tubular e progressiva inflamacao e fibrose intersticial.
Outro estudo com mesmo modelo animal mostrou aumento da expressao de
RNAm para MCP-1, IL-1, CCR2 e TGF-f3, assim como consideravel infiltracao
intersticial de macréfagos e aumento de fibroblastos. Isto sugere que cristais de
DHA, possivelmente, levam a resposta inflamatoria ao estimularem as células
epiteliais tubulares a produzirem MCP-1, levando a acumulo de macroéfago, que
por sua vez, induz a producao massiva de TGF- 3, o qual desencadeia a fibrose.%4

Apesar dos mecanismos nao serem totalmente elucidados, estudos atuais
nos mostraram que uma possivel via fisiopatologica seja a liberacao de TGF-[3
pelas células inflamatorias presentes no intersticio renal. Isto correlacionaria a
fisiopatologia das NTI com o processo de evolucao da LRA para DRC, uma vez
que ambas estariam sendo mediadas pela mesma via de sinalizacdo controlada
pela acao do TGF-f.

Como discutido, as doencas renais apresentam grande incidéncia e
prevaléncia, se apresentando de forma progressiva, resultando em faléncia renal
com necessidade de terapia substitutiva. Mesmo com o avanco da medicina nas
ultimas décadas, a incidéncia e a mortalidade destas doencas continuam altas,
sendo o tratamento atual restrito a dialise ou ao transplante renal. Portanto, o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas efetivas se torna

imprescindivel. Nesse campo h& o crescente interesse no tratamento com
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células-tronco mesenquimais, que vém demonstrando em diversos estudos um

grande potencial imunomodulador e regenerativo para as doencas renais.%5-67

1.4. Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
Células-tronco mesenquimais (CTMs) sao consideradas células
progenitoras mesenquimais multipotentes sendo classicamente definidas pela
sua habilidade de aderéncia ao plastico, alto replicacio e potencial de
diferenciacao em células de linhagem mesodermal, como ostedcitos, condrocitos
e adipocitos. Ha multiplos marcadores de superficie que podem ser usados para
definir CTMs, incluindo marcacao positiva para CD105, CD73 e CD9O e negativa
para CD45, CD34, CD31, CD14 (ou CD11b), CD79a (ou CD19) e HLA-DR.68
As CTMs podem ser obtidas de diversos tecidos, incluindo medula
6ssea,® miusculo,”® cordao umbilical,”* sangue periférico,”2 polpa de dente,”3
periosteo, 74 tecido adiposo 75 dentre outros.
Terapeuticamente, as CTMs possuem grande potencial. Estas células tém
a capacidade de migrar para o tecido lesionado e produzir diferentes fatores
troficos tais como citocinas e fatores de crescimento, os quais estdo relacionados
com os mecanismos de regulacdo imune, anti-fibrotico, suporte endégeno de

células progenitoras, anti-apoptose e angiogénese.”%77 (Figura 3).

1.4.1 Células-tronco Mesenquimais e Inflamacao
As células inflamatorias estao presentes durante as fases iniciais da LRA,
onde macréfagos, neutrofilos e células T podem promover ativamente o
processo de desenvolvimento da doenca. 137879 As CTMs podem agir no inicio
do processo de desenvolvimento da LRA através do seu conhecido papel
imunomodulador sobre as células do sistema imune. Isto pode ocorrer através
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do contato célula-célula (através da interacao das PDL-1, HLA-G5 e CTL-A4) e
pela secrecao de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (por exemplo,
IL-10, PGE - 2, IDO, iNOS e HLA- G5). Estes potenciais efeitos das CTMs
podem diminuir a expressao/atividade de varios tipos de células inflamatorias,
tais como as células T CD4+, T CD8+, NK, células B , macrofagos e células
dendriticas enquanto aumenta a atividade de células T reguladoras, diminuindo
assim a inflamacao associada a LRA, restituindo a funcao renal.77:80

Véarios estudos tém utilizado modelos experimentais de LRA para
demonstrar este fendmeno. Nestes estudos, o tratamento com CTMs tem sido
associado com a modulacao da inflamacao, levando a mudanca da resposta Thi
para Th2, em que o papel protetor das CTMs foi confirmado pela restauracao da
funcao renal e diminuicao de expressao de diversos fatores como moléculas proé-
inflamatorias (TNF-a, IL-1a, IL-1p, IFN-y e IL-6), moléculas de adesao (ICAM-
1) e quimiocinas (CXCL-2, MIP-2, GM-CSF, KC e MCP-1). Por outro lado,
moléculas associadas com a resposta imune Th2, tais como IL-10 e IL-4,

tiveram sua expressao aumentada depois da administracao das CTMs.67.80-83

1.4.2 Células-tronco mesenquimais e Angiogénese
O suprimento sanguineo adequado é fundamental para a recuperacao da
funcao renal, e fatores advindos das CTMs sao capazes de restaurar a
vasculatura e perfusao renal ap6s o rim sofrer uma lesao.8485 As propriedades
pro-angiogénicas das CTMs estdo intimamente associadas com a recuperagao
tecidual, e agem especificamente por duas maneiras: as CTMs podem atuar de
forma estrutural agindo como células semelhantes a pericitos vasculares,

sustentando a nova vasculatura, ou as CTMs através da secrecao de moléculas
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fortemente associados com o processo de angiogénese, incluindo VEGF, podem

estimular a formac¢ao de novos vasos.76.86.87

1.4.3 Células-tronco mesenquimais e a estimulacao de células
progenitoras:

E conhecido que o rim possui propriedades regenerativas que estdo
principalmente ligadas ao grande ntimero de células progenitoras residentes no
tecido renal. Essas células renais especiais, que sdao responsaveis pela
restauracao do tecido, tem sido encontradas na papila renal, 88 epitélio tubular
89 e cipsula de Bowman.9 As CTMs possuem a inerente habilidade de secretar
diversos fatores de crescimento (por exemplo, SCF, LIF, angiopoetina, M-CSF,
HGF e SDF-1), os quais estimulam a proliferacdo e geracao de novas células,

auxiliando assim o reparo tecidual. 76,9192

1.4.4 Células-tronco mesenquimais e Apoptose:

Um importante papel na protecao tecidual mediada pelas CTMs é a sua
capacidade de inibir apoptose. Estudos mostram que esta capacidade de inibir
apoptose em tecido renal ou outros 6rgaos é realizado através do aumento de
fatores de sobrevivéncia, como expressao de Akt em células lesadas,®¢ BDNF e
aumento de expressdo de fatores de crescimento como IGF, VEGF e HGF, os

quais potencialmente inibem apoptose e estimulam proliferacao celular. 91.93.94

1.4.5 Células-tronco mesenquimais e Estresse Oxidativo:
O estresse oxidativo é um classico mecanismo envolvido na inflamacao
gerada apds o evento de LRA, sendo que a produciao de EROs e ERNs sao
entidades intimamente ligadas a patogénese da doenca renal.95 Dessa maneira,
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as CTMs podem controlar o balanco antioxidante/oxidante gerados apos lesao
renal, principalmente via liberacido de HO-1 e EPO, contribuindo para a

diminuicao de estresse oxidativo e recuperacao da func¢ao renal. 96-99

1.4.6 Células-tronco mesenquimais e Fibrose:

Diferentes estudos utilizando modelos animais jaA demonstraram os
beneficios anti-fibroticos do uso das CTMs. Nosso grupo, em um modelo
experimental de DRC, demonstrou que administracdo de CTM gera uma maior
expressao de HO-1, BMP-7, Smad-7 e HGF, os quais sao consideradas
potenciais moléculas com propriedades anti-fibroticas. O aumento de expressao
destes marcadores estao associados com a reducao de area fibrética em tecido
renal, avaliado através das coloracoes de Tricomio de Masson e Picrosirius.
Adicionalmente, marcadores de TEM (a-SMA, FSP-1 e Vimentina) e de matriz
extracelular (coldgeno tipos I e III, fibronectina, TIMP-1) também se
encontraram reduzidos pos o tratamento com CTM.%5

Cavaglieri e colaboradores, em um modelo de nefrectomia 5/6 avaliou o
efeito das CTM quando injetadas por via subcapsular no rim. Eles observaram
diminuicao da hipertensao sistémica nos animais tratados, além de significante
reducao da glomeruloesclerose e melhora da funcao renal nos animais ap6s 30
dias de tratamento.1°° Utilizando o mesmo modelo animal de nefrectomia 5/6,
Alexandre e colaboradores observaram apds administracao de células-tronco
advindas da medula 6ssea uma reducdo na mortalidade, diminuicdo da
progressao da glomeruloesclerose e do processo inflamatério, além de melhora
funcional com diminuicdo de proteinudria. Interessantemente, neste estudo nao
foi observado diferenca do padrao de infiltrado de células inflamatérias entre os
grupos que receberam apenas uma infusao de células daqueles que receberam
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trés, demonstrando que a reducao da glomeruloesclerose ocorreu independente
do namero de infusdes realizadas.o!

Considerando outros 6rgaos, Leung e colaboradores estudaram o efeito
das CTM em um modelo de degeneracao de disco intervertebral. Observaram
que as CTM foram capazes de inibir a formacao de fibrose no nicleo pulposo na
coluna vertebral de coelhos, reduzindo deposito anormal de coladgeno tipo I e
mediadores pro-fibroticos, com preservacdo das propriedades mecanicas e
funcionais da espinha.z02

Outros estudos mostram que apo6s administracdo de CTMs ocorre uma
reducao de marcadores de fibrose (a-SMA, FSP-1, colageno) e um aumento de
moléculas reconhecidas como renoprotetoras e antifibroticas como: HO-1,
BMP-7, Smad-7, VEGF e HGF.103.104 Apesar do mecanismo preciso de reparo
permanecer ainda incerto, acredita-se que a modulacao da expressao de matrix
metaloproteinases e de inibidores destas enzimas estejam diretamente

relacionadas a este efeito protetor das CTMs.105:106 (Figura 3)
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Figura 3: Mecanismo associado ao efeito anti-fibrotico das CTMs na
progressao da DRC. CTMs podem reconhecer sinais de dano tecidual e migrar para
os locais de lesdo. A formacao de fibrose renal pode ser caracterizada por trés passos
principais: 1) ativacdo de células inflamatorias residentes; 2) apoptose, deposicao de
matriz extracelular e formacao de tecido fibrético; e 3) comprometimento das funcgoes
renais. Entdo, CTMs, através de varios mecanismos (pré-angiogénico, renoprotecao,
imunossupressao e remodelacao do tecido), pode remodelar a area de fibrose, diminuir
o indice de apoptose e estimular a angiogénese, restaurando assim a funcao renal.
Adaptado de Book: Stem Cell-Dependent Therapies Mesenchymal Stem Cells in
Chronic Inflammatory Disorders, Chapter: MSCs Attenuate Renal Fibrosis, 2014.

Como demonstrado, diferentes estudos apontam a administracao de
CTMs como uma forma alternativa de tratamento de diversas doencas, com
melhora de parametros histoldgicos, funcionais, diminuicao de hipdéxia cronica
e reducao de fibrose. Aqui, formulamos a hip6tese de que as CTMs poderiam
lentificar a progressao da DRC experimental ou até mesmo reverter uma lesao
cronica ja instalada, ao modular o processo inflamatério e/ou as etapas da
fibrogénese. Portanto, neste presente trabalho avaliamos a capacidade destas

células em conter a progressao ou até mesmo reverter um quadro fibrético ja
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instalado, modulando a inflamacao e /os processos de diferenciacao celular
(TEM e TEndM). Para isso utilizamos células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo, devido sua facil obtencao e reprodutibilidade clinica através

de transplante auto6logo.
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2. OBJETIVOS
2.1.Gerais:

Estudar o efeito da administracao de células-tronco adiposas (CTAd) no
quadro de fibrose decorrente de um insulto isquémico agudo grave ou crénico
através da ingestao de racao enriquecida com adenina.

2.2.Especificos:
I. Avaliar o efeito preventivo das CTAd:
a. Analisar fatores anti-inflamatoérios no rim submetido a isquemia,
tratados ou nao com as CTAd, apos 24h e 6 semanas;
b. Analisar o padrao de fibrose no rim submetido ou nao a isquemia,
tratado ou nao com as CTAd, ap6s 6 semanas; e
c. Analisar fatores angiogénicos no rim submetido ou ndo a
isquemia, tratado ou nao com as CTAd, ap6s 6 semanas.
II. Avaliar a capacidade das CTAd de reverter um quadro de fibrose ja
instalado:
a. Analisar o padrao de fibrose no rim submetido ou nao a isquemia,
tratado ou ndo com as CTAd ap6s 10 semanas; e
b. Analisar fatores anti-inflamatorios no rim submetido a isquemia,
tratados ou nao com as CTAd, ap6s 10 semanas.
ITI. Avaliar o efeito das CTAds em modelo de NTTI:

a. Avaliar a funcao renal por analises bioquimicas de creatinina e uréia

séricas e realizar analise histolégica do tecido renal;

b. Analisar a expressao de RNAm de diversas citocinas, tais como: IFN-y,

IL-6 e TNF; e

c. Verificar o padrao fibrético no tecido renal.
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Uma visao global da metodologia abordada em nosso trabalho é

demonstrada na figura abaixo.
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Figura 3. Delineamento experimental do modelo proposto para estudo dos

mecanismos renoprotetores das CTAds.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Abordagem experimental geral do projeto:

As CTAd de camundongos foram isoladas, cultivadas e caracterizadas
quanto ao fenétipo de marcadores de superficie e quanto a diferenciacao para
outras linhagens celulares e posteriormente foram administradas no modelo de
isquemia e reperfusao. Parametros funcionais, histologicos e moleculares foram
empregados para evidenciar o efeito benéfico desta estratégia, com énfase no
desenvolvimento da fibrose e do padrao de inflamacdao. Todas as metodologias
experimentais descritas nesse trabalho foram realizadas conforme a lei federal
6638 de 1979, a qual regulamenta o emprego de animais em experimentacao
cientifica, apds a aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo e da Universidade de Sao Paulo. Para esse

proposito foram utilizados camundongos C57Bl1/6j fémeas (CEP: 0058/10).

4.2. Isolamento de célula-tronco derivado de tecido adiposo
(CTAd)

O tecido adiposo da é&rea inguinal de camundongo foi isolado de
camundongos machos C57Bl/6j e digeridos com 0,075% de colagenase IA
(Sigma Aldrich, St Louis, MO E.U.A.) a 37 °C por 30 minutos. A suspensao de
células foi filtrada por um filtro de 70 um (BD Biosciences - San Jose CA E.U.A.)
para remover restos de tecido. Entao, a colagenase foi inativada com soro fetal
bovino (SFB) e a suspensao celular foi lavada com tampao fosfato (PBS) e
centrifugada duas vezes por 5 minutos a 260 x g cada vez. O pellet formado foi
suspenso em 0,84% NH,Cl para remover as células vermelhas do sangue. As
células foram lavadas e centrifugadas duas vezes com PBS e cultivadas em
garrafas plasticas (TPP, Trasadingen, Suica) em low-glucose Dulbecco’s
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modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco - Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA E.U.A)) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone, Termo). As
células foram mantidas em cultura por 4 semanas.
4.3. Imunofenotipagem das CTAds
A suspensdao de células-tronco derivadas do tecido adiposo (1 x 105
células) foi incubada por 40 minutos em concentracées saturadas dos
anticorpos CD34-FITC, CD105-FITC, CD73-CD45-PE e PerCP e controles de
isotipos (todos os anticorpos foram adquiridos da BD PharMingen Biosciences,
San Diego, CA, E.U.A.). Apos trés lavagens, as células foram centrifugadas a 200
x g durante 5 minutos e o pellet resultante foi ressuspendido em tampao fosfato
(PBS) gelado. A fluorescéncia celular foi avaliada com a utilizacao de citbmetro
de fluxo (FACSCanto, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, E.U.A.).
4.4. Diferenciacao das CTAds
As CTAds foram diferenciadas em adipdcitos pelo tratamento com
DMEM low, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e dexametasona
(1 uM), isobutilmetilxantina (0,5 uM), insulina (10 mg/ml) e indometacina (100
uM) por 14 dias. Para a diferenciacdo em osteoblastos CTAds foram tratadas
com DMEM baixa glicose, suplementado com 10% de SFB, dexametasona (0,1
uM), acido ascorbico (0,2 uM) e fosfato beta glicerol (1omM) (Sigma, Aldrich, St

Louis, USA) por 28 dias.

4.5. Modelo experimental:
4.5.1. Lesao de isquemia e reperfusao unilateral severa:
Os animais foram submetidos a anestesia com ketamina-xilasina
(1oomg/Kg de Ketamina, 10mg/kg de xilasina) (Agribrands do Brasil, Sao Paulo,
Brasil) por via intraperitonial (ip). Ap6s a exposicdo do retroperiténio, foi
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realizada a isquemia unilateral do rim, em que o pediculo renal esquerdo foi
ligado (clampes microvasculares, Rocca, SP) por uma hora. O rim contra-lateral
(direito) nao foi manipulado. Apos este periodo (1h), os clampes foram retirados e
o rim manipulado foi visualizado e massageado até que se observasse a sua total
reperfusdo. ApoOs esta constatacdo, as visceras foram deslocadas de volta a
cavidade abdominal e a parede abdominal e o peritonio foram suturados e o
animal foi mantido em aquecimento por iluminacdo indireta até a completa
recuperacao da anestesia. Em seguida, todos os animais do mesmo grupo foram
mantidos no biotério em microisoladores até a realizacdo da eutanasia, a qual foi
realizada 24 horas, 6 ou 10 semanas ap0s a cirurgia, de acordo com o protocolo
experimental empregado. Nos grupos tratados com CTAds, a administracao foi
conduzida por via ip em cada animal (2.105 células por animal), ap6s 4h de lesao
pré-estabelecida.
4.5.2. Modelo de nefrite tubulo-intersticial:

Os animais foram alimentados com ragdo contendo 0,25% de adenina
(Rhoster, Aracoiaba da Serra, Brasil) durante 10 dias. Ap6s esse periodo, os
animais sofreram eutanéasia via dose letal de anestésico e foi realizada a coleta dos
fragmentos renais e sangue. Nos grupos tratados com CTAds, novamente a
administracao foi conduzida por via ip em cada animal (1.106 células por animal)
apos o primeiro dia de ingestao da ragao enriquecida com adenina.

4.6. Protocolo experimental da IR:

Para conduzir os experimentos com IR, os animais foram divididos nos

seguintes grupos:

Grupo Sham 24h: Camundongos C57Bl/6j fémeas submetidas apenas a

laparotomia, sem manipulacao dos rins ou tratamento com CTAd (n=5). A

eutanasia foi realizada 24 horas ap6s o procedimento cirtargico;
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Grupo IR unilateral 24h: Camundongos C57Bl/6j fémeas submetidas ao

procedimento cirtargico e clampeamento do pediculo renal esquerdo por 1h, sem
administracdio de CTAd (n=5). A eutanasia foi realizada 24 horas apods o
procedimento cirirgico;

Grupo IR unilateral + CTAd 24h: : Camundongos C57Bl/6j fémeas

submetidas ao procedimento cirirgico e clampeamento do pediculo renal
esquerdo por th. Apos 4h, as CTAds foram administradas via ip na dose de
2.105/animal (n=5). A eutanasia foi realizada 24 horas ap6s o procedimento
cirargico;

Grupo Sham IR 6 semanas: Camundongos C57Bl/6j fémeas submetidas

apenas a laparotomia, sem manipulacdo dos rins ou tratamento com CTAd
(n=5). A eutanasia foi realizada 6 semanas ap6s o procedimento cirtargico;

Grupo IR unilateral 6 semanas: Camundongos Cs57Bl/6j fémeas

submetidas ao procedimento cirirgico e clampeamento do pediculo renal
esquerdo por 1h, sem administracdo de CTAd (n=5). A eutanésia foi realizada 6
semanas apos o procedimento cirturgico;

Grupo IR unilateral 6 semanas + CTAd: Camundongos C57Bl/6j fémeas

submetidas ao procedimento cirdrgico e clampeamento do pediculo renal
esquerdo por 1th. Apds 4h, as CTAds foram administradas via ip na dose de 2.105
/animal (n=5). A eutanésia foi realizada 6 semanas apds o procedimento
cirtrgico;

Grupo Sham 10 semanas: Camundongos C57Bl/6j fémeas submetidas

apenas a laparotomia, sem manipulacdo dos rins ou tratamento com CTAd

(n=5). A eutanasia foi realizada 10 semanas apo6s o procedimento cirtargico;

Grupo IR unilateral 10 semanas: Camundongos C57Bl/6j fémeas

submetidas ao procedimento cirdrgico e clampeamento do pediculo renal
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esquerdo por 1h, sem administracao de CTAds (n=5). A eutanasia foi realizada
10 semanas apos o procedimento cirurgico e

Grupo IR 10 semanas unilateral + CTAd: Camundongos Cs7Bl/6j

fémeas submetidas ao procedimento cirdrgico e clampeamento do pediculo
renal esquerdo por 1h. Apds 6 semanas, as CTAds foram administradas via ip
na dose de 2.105 /animal (n=5). A eutanasia foi realizada 10 semanas apoés o
procedimento ciruargico.
4.7. Protocolo experimental NTI:
Para avaliar o efeito do tratamento das CTAd na NTI, os animais foram
divididos nos seguintes grupos:

Grupo NTI Sham: Camundongos C57Bl/6j fémeas com ingestao de

racdao normal (n=5). A eutanasia foi realizada 10 dias apo6s o inicio do protocolo;

Grupo NTI Adenina: Camundongos C57Bl/6j fémeas com ingestao de

racao enriquecida com 0,25% de adenina (n=5). A eutanésia foi realizada 10
dias apo6s o inicio do protocolo;

Grupo NTI Adenina + CTAd: Camundongos C57Bl/6j fémeas com

ingestao de racao enriquecida com 0,25% de adenina (n=5). Ap6s um dia do
inicio da ingestao da racdo com adenina os animais receberam tratamento com
CTAds na dose 1.10° / animal. A eutanasia foi realizada 10 dias ap6s o inicio do
protocolo.
Parametros estudados:

4.8. Avaliacao da funcao renal:

4.8.1. Dosagem de Creatinina Sérica: Por overdose de anestésico, os
animais foram sacrificados e o sangue coletado. As amostras foram submetidas a
determinacdo de creatinina para andlise funcional pelo kit de Creatinina da
Labtest (Labtest, Sao Paulo, Brasil).
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4.8.2 Dosagem de Uréia Sérica: O plasma coletado foi submetido a
determinacao de uréia para analise funcional pelo kit de Uréia da Labtest (Sao
Paulo, Brasil).

4.9. Analise Morfolégica:

Os rins dos animais sacrificados na sexta e décima semana pos-isquemia
foram analisados pelas coloracoes de Masson e Picro Sirius. Para os exames
histologicos, os rins foram fixados em formol tamponado 10% por 24h, lavados
com etanol 70% por 24h e em seguida, embebidos em parafina. Os cortes
histol6gicos apresentavam uma espessura de 4 um. Para avaliar o grau de
expansao do intersticio renal, a fracdo do coértex renal ocupado por tecido
intersticial corado positivamente para componentes da matriz extracelular
(colageno) foi avaliada quantitativamente por Masson por meio da contagem de
pontos consecutivos em campos microscopicos, com um aumento final de 100 x
em uma grade de 176 pontos. A avaliacao por picrosirius foi medida com uma
ampliacdo de 20 x usando o NIS programa de Elementos de microscopia Nikon,
com pelo menos 20 campos consecutivos. A quantificacdo da necrose tubular
aguda (NTA) foi avaliada em cortes de rim corados com eosina hematoxilina por

um patologista especialista nesta area.

4.10. Analise dos transcritos génicos:

Amostras de tecido renal foram analisadas quanto a presenca de
transcritos génicos de HPRT (controle de presenca e qualidade de mRNA), de
Colageno-1 e 4, BMP-7, VEGF, iNOS, CTGF e TGFb, além de algumas citocinas
como IL1b, IL-4, IL-6 e IL-10. Os fragmentos do rim foram retirados em técnica
asséptica com animais sob anestesia com Ketamina-Xilazina. Para a retirada dos

rins, foi realizada a incisao xifopubiana mediana, seguida da exposicao dos rins
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apOs rebaterem-se as visceras abdominais para o téorax. Um fragmento do rim foi
retirado (aproximadamente 100mg), colocado em tubo de poliestireno de 1,5 ml
(EPPENDORF®) e, imediatamente, congelado em nitrogénio liquido. A seguir, as
amostras foram homogeneizadas e manipuladas segundo o método de extracao

de RNA total TRizol® (Invitrogen).
4.11. Extracao e purificacao de RNA total - método TRizol®::

O rim congelado em N (aproximadamente 50 mg) foi triturado com o
auxilio do homogenizador POLYTRON® (Kinematica, Luzern, Alemanha) e
ressuspendindo em 1 ml de TRizol (Invitrogen, EUA). O método utiliza solucao
monofasica de fenol e guanidina isotiocianato que lisa e dissolve componentes
celulares mantendo a integridade do RNA. As amostras de tecido renal
dissolvidas em Trizol®, foi adicionado cloroféormio (MERCK) (0,2 ml de
cloroféormio/1ml de TRizol®) e centrifugadas a 4°C, 12000g para a obtencao de
duas fases, uma organica e outra aquosa, onde encontramos todo o contetudo de
RNA. O RNA total foi reconstituido através da adicao de isopropanol (MERCK)
(0,5 ml de isopropanol/1ml de TRizol®) seguida de centrifugacao 12000g. Apo6s o
isolamento, o RNA foi lavado com etanol a 75% (MERCK) (1 ml de etanol/1 ml de
TRizol®) e novamente centrifugado a 10500g. O pellet contendo a fracio de RNA
foi ressuspendido em agua bidestilada livre de RNAse e DNAse (GIBCO). Apos
esta etapa, o RNA foi diluido e quantificado, utilizando o espectrofotometro
Nanodrop (ND-1000 UV-Vis). Amostras de RNA somente foram usadas quando
as relacoes de comprimentos de onda de 260/280nm e 260/230 foram acima de

1,8. O RNA total foi estocado a —80°C até o uso.
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4.12. Sintese do DNA complementar (cDNA):

A partir do RNAm purificado preparamos o cDNA utilizando-se 2 pg deste
RNA total (com volume maximo de 19 ul). Em um tubo EPPENDORF®
acrescentou-se 2,4 ul de 10x Dnase I Reaction e 1ul de Dnase I (Invitrogen, EUA)
e elevou-se o volume a 23 pl com agua DEPC. A reacao foi incubada por 15
minutos a 25°C. Para inibir a acdo da Dnase I, adicionou-se 1 pl de solucdo de
EGTA (Promega, Madison, EUA) juntamente com o Oligo dT (Invitrogen, EUA) e
foi incubado por 10 minutos a 65°C. Na fase de linearizacao da cadeia, o RNA foi
transferido para o gelo, e este foi incubado por 5 minutos. Para a reagdo de
transcricdo reversa, utilizamos uma solu¢do contendo 10 ul de 5X “First Strand
Buffer” (Promega), 1ul de “BSA — bovine serum albumin” (Promega), 1oul de
desoxibonucleotidio (ANTP) — (Promega), com 10 mM de cada base (A, T, C, G).
Esta mistura foi adicionada ao tubo EPPENDORF® contendo a amostra de RNA,
a qual foi incubada. Ao final do processo, adicionamos a este tubo 2 ul de M-MLV
Reverse Transcriptase (200U/p) (Promega), e incubamos a 37°C por 60 minutos,
depois a 65°C por 10 minutos e as amostras foram mantidas a 4°C até uso.

4.13. Reacao de PCR em tempo real:

O nivel de expressao génica das amostras entre os grupos foi mensurado
pela técnica de RT-PCR em tempo real utilizando dois sistemas distintos. O
primeiro consiste no sistema TagMan e o segundo no método SYBER Green.
Para amplificar os transcritos génicos, foi utilizado primers TagMan sendo as
sondas pré-sintetizadas especificas para cada gene (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Por outro lado para o sistema SYBER Green, os primers foram
projetados baseando-se na sequéncia conhecida de bases nitrogenadas descritas

no GenBank, sendo posteriormente adequados pelo programa Primer Express
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da Applied Biosystems para adapta-los a técnica de PCR em tempo real. Cada
reacao foi realizada em triplicata com volume final de 10 pl. Para reacoes nas
quais utilizamos primers TaqgMan, adicionamos 5 pul de TagMan Master Mix, 0,5
ul de primer, 1 ul de cDNA completando com agua até 10 ul. Para as reacoes do
tipo SYBR Green, utilizamos o mesmo protocolo apenas substituindo o reagente
TagMan master Mix pelo SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Reino Unido), sendo que neste caso, as condicoes de amplificacido foram
previamente padronizadas para cada transcrito. Em cada ensaio, foram
utilizados controles negativos (H20 ao invés de cDNA). A reagao foi realizada
em aparelho ABI Prism 7300 sequence detection system (Applied Biosystems,
Life Technologies, EUA). As amostras foram executadas em triplicata para
demonstrar a reprodutibilidade das curvas de amplificacdo. Para as reacoes de
real time PCR o gene enddgeno utilizado foi o HPRT. A curva de dissociagao dos
produtos amplificados para a determinacdo da temperatura de “melting” dos
mesmos e avaliacao da qualidade da amostra, foi realizada para todos os genes
em que foi utilizado o sistema SYBER green. Finalmente, os resultados foram
analisados pelo método URE da quantificacdo relativa 107 utilizando o software
SDS (APPLIED Biosystems) e a formula 2~ ddCt. A lista dos genes e a sequéncia
dos iniciadores utilizados neste trabalho encontra-se disponivel na tabela

abaixo:
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Tabela 1. Tabela representativa dos genes e seus correspondentes iniciadores

usados para analise de expressao génica no modelo proposto.

Gene Sistema Sequéncia
HPRT Taq-Man Mmo00446968_m1
Col-1 Taq-Man Mmo0801666_g1
CTGF Taq-Man Mmo01192931_g1
IL-1B Taq-Man Mmo01336189_mi1
IL-4 Tag-Man Mmo00445259_m1
IL-6 Tag-Man Mmo00561420_m1
IL-10 Taq-Man Mmo00439616_m1
iNOS Tag-Man Mmo01309902_m1
HO-1 Tag-Man Mmo00516004_mi
Sry Tag-Man Mmoo0441712_s1
TNF-a Tag-Man Mmo00443258_mi1
VEGF Taqg-Man Mmo01281449-m1
Vimentina Tag-Man Mmo00449201_mi

HPRT SYBER Green F 5'-CTCATGGACTGATTAACATGGGGAC-3
R 5-GCAGGTCAGCAAAGATATACTAGCC-3

F 5'-ATTAGACTTCCACCCTCGATACC-3'
R 5'-TCC TTA TAG ATC CTG TCG AAT GCT-3'

TGF-B SYBER Green F 5'-AACTATTGCTTCAGCTCCACAGAGA-3’
R 5-GTTGGCATGGTAGCCCTTG-3

BMP-7 SYBER Green

4.14. Bioplex:

O kit Bio-Plex de ensaio de camundongo com 23 Plex de citocinas (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, E.U.A.) foi utilizado para avaliar nas
amostras de todos os grupos a presenca de 23 citocinas. O ensaio foi lido sobre o
sistema de matriz Bio-Plex suspensao, e os dados foram analisados utilizando
Bio-Plex software Manager 4.0. Curvas Standard que variavam de 32,000 a 1,95
pg / mL foram utilizadas.

4.15. Imunohistoquimica:

A marcacdo para colageno tipo I (diluido 1:200; COL-1, Abcam,

Cambridge, MA, E.U.A.), FSP-1 (diluido 1:400, S100A4, DAKO), PCNA (diluido

1:300; clone PCi0, DAKO), e Hypoxyprobe (diluido 1:500; 121 turnpike
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Middlesex, Burlington, MA E.U.A.) foram realizados em cortes histologicos
fixados em parafina. Para tanto, as laminas foram desparafinizadas, reidratadas
e submetidos a solucao de recuperacao antigénica Tris-EDTA pH 9 a 95°C. Para
Hypoxyprobe, a recuperagao antigénica foi realizada com tampao citrato 10 mM
pH 6 a 55°C. A atividade da peroxidade endogena foi bloqueada com peréxido
de hidrogénio 3%, com posterior bloqueio com Protein Block Solution (DAKO,
Carpinteria, CA, EUA). Em seguida, as laminas foram incubadas com anticorpo
primario ou reagente controle negativo, seguido de incubagoes sequenciais de
30 minutos em temperatura ambiente utilizando o kit Envision (DAKO). A
coloragdo foi completada por uma incubacdo 1-3 minutos com 3,3 '-
diaminobenzidina (DAB) + substrato cromodgeno, o que resultou em um
precipitado de cor castanha no local do antigeno. A contra-coloracio com
hematoxilina também foi realizada para todas as laminas. Para a analise da
hipoxia tecidual, foi administrado por via intraperitoneal Hypoxyprobe TM_ 1
(pimonidazole HCl), na dose de 60 mg/kg de peso corporal no tempo de
aproximadamente 25 minutos antes do sacrificio. Ap6s a inoculacao, a sonda
Hypoxyprobe TM_1 (121 turnpike Middlesex, Burlington, MA E.U.A.) foi
distribuida para todos os tecidos, porém aderiu-se apenas em determinadas
proteinas cuja célula tém uma concentracao de oxigénio inferior a 14 uM - o
equivalente a uma pressao parcial de O. igual 10 mmHg a 37 ° C.
4.16. Analise estatistica:

Os dados foram coletados, analisados e comparados com auxilio de
estatistica descritiva classica. Como forma de inferéncia estatistica foi utilizada
métodos analiticos de natureza paramétrica. Dessa forma, os testes utilizados
para comparacao de duas médias foram o Teste-T de Student e para

comparacoes envolvendo mais de duas amostras independentes foram
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utilizados os testes de one way ANOVA, seguido de pos teste de Tukey. Os
resultados foram apresentados com média + desvio padrao, para variaveis
paramétricas, e sob a forma de mediana e faixa de variacdo para variaveis nao
paramétricas. As diferencas foram consideradas significantes quando o valor de
p for menor que 0,05. A anélise estatistica, os graficos e as tabelas utilizados
neste trabalho foram realizados com o auxilio dos softwares Microsoft Office

Excel 2010 (Microsoft, EUA) e graphPad Prism para plataforma Windows.
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5. RESULTADOS:

5.1. Isolamento e caracterizacao das CTAds

Antes de realizarmos os ensaios de tratamento, a nossa populacao de
CTAds foi caracterizada. As CTAds foram obtidas do tecido adiposo (gordura
inguinal) de camundongos C57Bl/6j e submetidas ao processo de cultura.
Primeiramente as CTAds apresentaram a propriedade de aderéncia ao plastico,
a qual é considerada uma habilidade caracteristica de CTMs. Posteriormente, foi
possivel identificar a presenca de unidades formadoras de col6nias
fibroblastoides (CFU-Fs), sendo que essas células também apresentaram um
formato fibroblastoide tipico de CTMs, com a presenca de um citoplasma amplo
de limites imprecisos e com longas projecoes citoplasmaticas visualizadas por
microscopia de contraste de fase (Figura 5 A).

As CTAds também foram caracterizadas por imunofenotipagem e por
ensaios de diferenciacao celular. A imunofenotipagem foi realizada usando
alguns marcadores de superficie celular descritos previamente na literatura®8
como: CD34, CD73, CD105 e CD45. A expressao de CD73 foi de 70.02%, CD105:
90,38% CD34: 0,30%, CD45: 0,06%. Esses resultados demonstra que nossas
CTAds possuem um fenoétipo caracteristico de CTMs. Na caracterizacdo por
diferenciacdo, as CTAds em primeira passagem foram -caracterizadas por
diferenciacao em adipoécitos e ostedcitos por ensaios independentes. Nas células
diferenciadas para adipocitos pode-se visualizar em vermelho goticulas de
lipidios no interior das células coradas com Oil Red. Na diferenciacdo para
osteocito foi observado depositos de calcio, apos 28 dias de incubacao, através
da coloracao de Von Kossa (Figura 5D). Caracterizando dessa forma a

habilidade das CTAds em diferenciar em linhagens mesenquimais.
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Figura 5: Caracterizacao morfolégica, imunofenotipica e por diferenciacao
das CTAds derivadas de camundongos C57BL/6. (A) Unidades formadoras de
colonias (CFU-Fs) visualizada em culturas iniciais de CTMs-C57BL/6 (aumento x 100);
(B) Morfologia fibroblastoide por microscopia de contraste de fase das CTMs-C57BL/6
(aumento x 200); C) andlise da expressdo de CD105(PE); CD73(PE); CD34 (FITC); e
CD45(PerCP). As células foram incubadas com os anticorpos conjugados com FITC, PE
ou PerCP, e analisados no FASCanto (BD); D) diferenciacao das CTAd em adipécito e
osteocito: em b), vemos a diferenciacdio das CTAd em adipdcitos, em vermelho
moléculas lipidicas coradas com Oil Re,; a) é seu respectivo controle; Em d), vemos a
diferenciacdo das CTAd em osteocitos, cuja diferenciacdo pode ser visualizada através
da coloracao de Von Kossa, ¢) é seu respectivo controle.
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5.2. Modelo de IR

5.2.1. Tratamento com CTAd leva a uma imunomodulag¢ao

tecidual e sistémica

No modelo de IR grave apenas uns dos rins sofre a lesao, no entanto,

devido ao longo tempo de isquemia (1 hora) os parametros funcionais renais sao

alterados. Embora nenhuma diferenca tem sido encontrada nos niveis de

creatinina sérica, os niveis séricos de uréia apresentaram-se aumentados nos

animais submetidos a IR severa quando comparados aos animais sham. Ja o

tratamento com CTAd proporcionou menores niveis de ureia em relacao aos

animais com IR mas sem tratamento, representando dessa forma um menor

acometimento renal (Figura 6A e 6B).
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Figura 6: Parametros funcionais renais apos 24 horas de IR. (A) niveis
séricos de creatinina. (B) niveis de uréia. Os valores mostrados sdo média aritméticas +
desvio padrao dos grupos de animais: Sham (n=5), IR (n=5) e IR + CTAd (n=5).

(*p<0,05).
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Essa melhora funcional foi correlacionada com a avaliacao in situ do
indice de NTA. Os rins submetidos a isquemia ap6s 24 horas apresentaram
maior area de necrose (Figura 7A), enquanto que esse parametro diminuiu nos
animais tratados com CTAds. De forma adicional, o padrao de regeneracao
também foi superior em animais tratados com CTAds (Figuras 7B, 7C e 7D),
como demonstrado no score histopatoldgico e pela marcacao de PCNA (Figuras

7 E-G).

38



Resultados

A B
* *
40- 159

£ - T
S E 1.0+
3 < =
S & 201 T S
= S 05
$ 104 o
= ®

PCNA (nucleos positivos)

A
i e

39




Resultados

Figura 7: Analise histomorfométrica do tecido renal apdés 24h de isquemia
unilateral. (A) area de necrose nos rins. (B) area regenerada no rim. (C) imagem
representativa da area de necrose tubular aguda em animais nao tratados (D) tratados
com CTAd (aumento de 40x). (E) Quantificacio de PCNA. Nucleos marcados
positivamente para PCNA sao mais freqlientes nos animais tratados, provavelmente
devido a eventos regenerativos. (F) imagem representativa de PCNA em animal
tratados com CTAd e (G) nao tratados (aumento de 20x). (todos os grupos n=5) (* p
<0,05).

A inflamacao tem um importante papel amplificador durante o processo
de isquemia e reperfusdo renal. Adicionalmente, é conhecido que CTAds
desempenham um substancial papel imunorregulador. Nesse sentido,
analisamos a expressao do RNAm de diversas citocinas inflamatorias apos o
tratamento com CTAd. A expressao de RNAm de IL-6 estava reduzida no tecido
renal de animais tratados com CTAd (Figura 8A). Por outro lado, a expressao
dos RNAm para TNFa e IL-1 apresentaram uma tendéncia de reducao no
grupo tratado, mas nao foram observadas diferencas estatisticas (Figura 8B e
8C). Surpreendentemente, a expressao de RNAm de citocinas anti-inflamatorias
como IL-4 e IL-10, estavam aumentados no tecido renal dos animais tratados

com CTAds (Figura 8D e 8E).
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Figura 8: Efeito imunomodulatorio no tecido renal apos a administracao
de CTAds com 24h de isquemia unilateral. (A) expressao de RNAm de IL-6. (B)
expressao de RNAm de TNF-a. (C) expressao de RNAm de IL-1f3. (D) expressao de
RNAm de IL-4. (E) expressio de RNAm de IL-10. Resultados de qRT-PCR sdo
expressos em média de 2 24Ct + DP; (todos os grupos n=5) (* p <0,05).

Sistemicamente, encontramos o mesmo padrdao imunomodulatoério
encontrado no tecido renal. As citocinas séricas pro-inflamatorias, tais como IL-

1a, IL-6 e IL-12 (p70) foram reduzidas no grupo de animais tratados com CTAds
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(Figura 9A, 9D, 9E). Os niveis de IL-1f3, KC e IL-13 também foram avaliados,
mas nao foram observadas diferencas significantes (Figura 9B, 9C e 9F).
Quando avaliamos os niveis de RANTES, também observamos uma reducao nos
animais tratados com CTAds (Figura 9G). Neste ensaio global de analises de
citocinas os niveis das moléculas G-CSF, GM-CSF, IL-12 (p40), MCP-1, MIP-1[3
e TNF-a nao diferiram entre os animais tratados e nao tratados com CTAds. Por
fim, também neste ensaio, a expressao de IL-12, IL-3, IL-4, IL10, IL-17, MIP-1a

e IFNg nao foram detectados.
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Figura 9: Efeito sistémico na modulacao de citocinas apos a administracao
de CTAds com 24h de isquemia unilateral. (A) IL-1a. (B) IL-1p. (C) KC. (D) IL-
12 (p70). (E) IL-6. (F) IL-13. (G) RANTES. Resultados de qRT-PCR sdo expressos em
média de 2 -2ACt + DP; * p <0,05. n=5 Abreviaturas: CTAd: células-tronco derivadas do
tecido adiposo; IL: interleucina;
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Com o intuito de verificar a presenca das CTAds dentro dos rins ap6s o
tratamento, a expressio do RNAm do gene especifico para o cromossomo
masculino murino (SRY) foi amplificado por PCR em tempo real (Figura 10).
Nao foi detectado intensidades de RNAm de SRY, indicando a auséncia dessas

células dentro do tecido renal, durante o tempo observado.

CTR CTAd 24h

1 2 3 4

HPRT (121 bp)
SRY (256 bp)

Figura 10: Analise da possivel presenca de CTAd no tecido renal apo6s 24h
de isquemia unilateral. Analisamos a expressao de SRY por real time PCR nos rins
dos animais tratados com CTAD. (n=4) .

5.2.2. CTAds interrompe a progressao da fibrose decorrente de
isquemia severa

No modelo de IR com 6 semanas, observou-se que o rim submetido a
isquemia estava menor quando comparado ao rim contra-lateral de animais nao
tratados. Surpreendentemente, o rim isquémico dos animais tratados com
CTAds nao se apresentava reduzido (Figura 11A e 11B). Entretanto, apesar da
evidente protecdo, nao observamos alteracées no nivel de creatinina e uréia
apés o tratamento com CTAds. Isto sugere que provavelmente o rim
contralateral, gradualmente, compensou a perda funcional do rim lesado

(Figura 11C e 11D).
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Figura 11: Visualizacao e analise funcional dos rins de animais tratados e
niao tratados com CTAds ap6s 6 semanas de isquemia unilateral. (A)
necropsia do rim ap6s IR unilateral em 6 semanas. O rim direito submetido a isquemia
severa unilateral (IR) estd menor quando comparado ao rim contralateral, ndo sujeito a
IR; (B) rins dos animais tratados com CTAd, em que nao houve diferenca no tamanho
do rim. (C) niveis séricos de creatinina. (D) niveis de uréia. (Para todos os grupos

n=5).

De forma complementar avaliamos no rim com tamanho reduzido, uma

maior area de fibrose, como demonstrado pelas coloracoes com Tricrémico de

Masson e Picrosirius (Figura 12A, 12B e 12C). Por outro lado, nenhuma

evidencia de fibrose foi observada no grupo sham.
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Figura 12: Analise de Fibrose por coloracao de Tricomio de Masson e Picro
Sirius em animais tratados e nao tratados com CTAds ap6s 6 semanas de
isquemia unilateral. (A) imagem representativa dos rins dos animais sham (Sham),
nao tratados (IR 6s) e tratados com CTAd (IR 6s + CTAd) corados com tricromico de
Masson e Picrosirius, respectivamente. Analise de Picrosirius sob luz polarizada, onde
se observa apenas moléculas de colageno tipo I. (B) Quantificacao do tricromico de
Masson, e (C) de picrosirius. Picrosirius e Masson foram quantificados pela analise de
imagem usando o NIS Elements (Nikon), no entanto, Picrosirius utilizando luz
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polarizada. (Aumento de 40 x). Para todos os grupos, n> 5, * p <0,05. Aos resultados
sao apresentados com valores médios + DP.

Na tentativa de elucidar o possivel mecanismo envolvido, avaliamos
também a expressio do RNAm de algumas moléculas pro-fibréticas.
Observamos uma reduzida expressao de RNAm para colageno do tipo 1 (Col-1),
vimentina e CTGF no tecido renal ap6s 6 semanas de IR em animais tratados
com CTAds (Figuras 13A, 13B e 13C). Complementarmente, verificamos que a
expressao proteica in situ para marcadores de fibrose como FSP-1 (proteina
especifica de fibroblastos 1) e colageno tipo I (Figura 13D) foi maior no grupo de
animais que nao receberam tratamento, sugerindo a ocorréncia de uma maior

populacdo de fibroblastos e uma maior deposi¢ao de matriz extracelular.
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Figura 13: Expressio de mRNA e moléculas pré-fibréticas em tecido renal
de animais tratados e nao tratados com CTAds com 6 semanas apos a
reperfusao. Expressao génica em rins de animais tratados e nao tratados com CTAds
apo6s lesdo de isquemia e reperfusao, gerados em referéncia a HPRT como controle
interno. (A) expressio de RNAm de Colageno tipo I, (B) expressio de RNAm de
Vimentina, (C) expressao de RNAm de CTGF , (D) Imagem representativa ilustrando
expressdo protéica de FSP-1 e Colageno tipo 1 no tecido renal apds seis semanas
(aumento de 40 x). Os dados estdo expressos como média + DP, n = 5 animais/grupo.
Dados expressos como média + SD de 224¢t, * P <0,05.
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5.2.3. Imunomodulacao da inflamacao pelas CTAds

Inicialmente verificamos, apés 24 horas de IR grave, uma importante
modulacao da resposta inflamatoéria nos animais tratados com CTAds. Para
compreendermos como a reducdo da inflamacdo no estagio inicial da IR,
poderia correlacionar com a progressao da fibrose, nos intrigou investigar o
padrao inflamatorio tanto em nivel tecidual quanto sistémico em animais com 6
semanas de IR ap6s o tratamento com CTAds. De forma adicional, avaliamos o
nivel de expressao de algumas moléculas renoprotetoras e proé-angiogénicas
relacionadas com a reparacao tecidual. Ap6s 6 semanas de IR, a expressdao no
rim de citocinas proé-inflamatoérias, como TNF-a e IL-6, ainda estavam
reduzidas nos animais tratados com CTAds (Figuras 14A e 14B). De forma
interessante, a expressao de HO-1 e a razao BMP-7/TGFb estavam aumentados

nos animais tratados com CTAds, em comparacao aos animais nao tratados

(Figuras 14C e 14D).
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Figura 14: Expressao de citocinas e moléculas renoprotetoras em tecido
renal de animais tratados ou nao com CTAds e sacrificados 6 semanas apods
a reperfusao. Expressao génica em rins de animais tratados com CTAd e nao tratados
apos lesdao de isquemia e reperfusao, gerados em referéncia a HPRT como controle
interno. (A) expressao de RNAm de TNF-a , (B) expressao de RNAm de IL-6; (C)
expressao de RNAm de HO-1; (D) expressao de RNAm de BMP-7/TGF-fB. Os dados
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estao expressos como média + DP, n = 5 animais / grupo. Dados expressos como média
+ SD de 244¢t, * P <0,05.

A terapia com CTAds também conduziu a um estado de imunomodulacao
sistémica. Niveis séricos de citocinas foram reduzidos em animais tratados com
CTAds. As moléculas pro-inflamatorias como IL-1a, TNF-a, KC e RANTES
foram significativamente reduzidos nos animais tratados, quando comparados
com animais nao tratados (Figura 15A - D). IL-6 e outras citocinas (IL-1f3 e IL-
10 e IL-17) nao diferiram entre os grupos, embora uma tendéncia de reducao

nos animais tratados com CTAds tenha sido observada (Figura 15E - H).
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Figura 15: Expressao global de citocinas em soro renal dos animais
tratados e nao tratados com CTAds e sacrificados com 6 semanas apods a
reperfusao. Os niveis de citocinas para: (A) IL1-a, (B) TNF-a, (C) KC, (D) RANTES,
(E) 1I-6, (F) IL-1B, (G) IL-10 e (H) IL-17 foram determinadas em animais sham,
animais submetidos isquemia-reperfusao unilateral (IR) e animais submetidos a lesao
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IR unilateral tratados com CTAd; Os dados estdo expressos como média + DP, n = 5
animais / grupo. *, P <0,05. Dados expressos como média + SD de 2 24Ct,

5.2.4. Efeito protetor das CTAds contra Hipoxia Cronica

A hipoxia cronica, devido a rarefacao dos capilares peritubulares, é uma
possivel explicagdo para a continua progressao da fibrose renal, uma vez que
baixa pressao de oxigénio é um fator importante para o desencadeamento da
TEM. Dessa forma, analisamos se a hipoxia tecidual foi reduzida no tecido
renal, utilizando uma sonda que detecta areas mais baixas de pressao de O2. Por
este método o rim isquemiado dos animais tratados com CTAds demonstrou
menores areas correspondentes a hipoxia (Figura 16A). A expressao de RNAm
de iNOS, uma importante molécula co-ativadora, também estava aumentada
nos rins dos animais tratados com CTAds. Foi observado ainda uma tendéncia
de aumento de expressao de moléculas pré-angiogénicas como VEGF (Figura
16B e 16C). A alta expressao dessas moléculas nos animais tratados com CTAds
pode levar a uma maior vascularizacdo do tecido renal, principalmente por

decorréncia das propriedades pré-angiogénicas das CTAds.
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Figura 16: Imunohistoquimica de Hypoxyprobe e analise de moléculas
angiogénicas em tecido renal de animais tratados e nao tratados com
CTAds com 6 semanas apos a reperfusao . Expressao génica em rins de animais
tratados com CTAd e nao tratados apods lesao de isquemia e reperfusao, gerados em
referéncia a HPRT como controle interno. (A) imagem representativa ilustrando
imuno-histoquimica de Hypoxyprobe no tecido renal apos seis semanas (aumento 40
x). (B) expressao de RNAm de VEGF e (C) expressao de RNAm de iNOS no rim ap6s
seis semanas. Os dados estdo expressos como média + DP, n = 5 animais / grupo. *, P
<0,05. Dados expressos como média + SD de 2 22, Abreviaturas: CTAds, células-
tronco derivadas de tecido adiposo; iNOS, o6xido nitrico sintase; VEGF, fator de
crescimento endotelial vascular.
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5.2.5. Reversao da fibrose renal apos tratamento com CTAds

Apébs avaliarmos a protecao das CTAds na reducdo da fibrose tecidual,
como préximo passo, testamos o papel do tratamento com CTAds na reversao
do quadro fibrético pré-estabelecido. As CTAds foram administradas 6 semanas
apos a IR, e os animais foram observados até a décima semana de seguimento.
Surpreendentemente, o rim dos animais tratados com CTAds mostrou reduzidas
areas de fibrose, como analisado pela coloracdao de Picrosirius (Figura 17C e
17D). Uma consistente melhora funcional também foi observada,

correlacionando-se com a reducdo dessas areas de fibrose (Figura 17 A e 17B).
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Figura 17: Efeitos da administracio de CTAds na 62 semana apos IR, e
sacrificio ap6s 10 semanas. (A) niveis séricos de creatinina, (B) niveis séricos de
uréia. (C) quantificacdo de picrosirius pela analise de imagem usando NIS Elements
(Nikon). Para todos os grupos, n> 5, * p <0,05. (D) imagem representativa dos rins dos
animais nao tratados (IR 10s) (a, ¢) e tratados com CTAd (IR 10s + CTAd), (b, d)
corados com picrosirius. Painéis superiores (a, b), mostrando forte coloracao vermelha
e painéis inferiores (¢, d) mostram a mesma imagem com luz polarizada (aumento de
40 x), onde se observa apenas moléculas de colageno tipo I.

Para confirmarmos o fenomeno de reversao fibrotica, avaliamos também
a expressao de RNAm para vimentina e evidenciamos uma notavel reducao nos
animais tratados com CTAds quando comparadas com o grupo nao tratado
(Figura 18A). A expressao de RNAm de colageno tipo I também estava
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diminuido nos animais tratados com CTAds, no entanto, nao foi observado
diferenca significativa (Figura 18B). Adicionalmente, a avaliacao in situ para
colageno tipo I e FSP-1 correlacionaram-se com os dados de expressao génica,
demostrando uma regulacao negativa do mecanismo de fibrose tecidual (Figura
18E). A expressao de mRNA de citocinas renoprotetoras como IL-10 e BMP-7
aumentaram apods o tratamento com CTAds (Figura 18C e 18D). Novamente
como observado com 6 semanas apos IR, na analise de 10 semanas, nao foi
possivel identificar a expressio do RNAm de SRY, apesar de uma melhora

funcional e histopatologica ter sido evidenciada (Figura 18F).
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Figura 18: Expressao de citocinas em tecido renal dos animais tratados e
nao tratados com CTAds com 10 semanas apos a reperfusido. Expressiao
génica em rins de animais tratados com CTAds e nao tratados ap6s lesao de isquemia e
reperfusao, gerados em referéncia a HPRT como controle interno. (A) expressao de
RNAm de Vimentina e (B) expressao de RNAm de Col-1, sendo fatores profibroticos.
(C) expressao de RNAm de IL-10, e (D), expressaio de RNAm de BMP-7, fatores
protetores. (E) imagem representativa da imunohistoquimica de FSP-1 e Col-1 no
tecido renal ap6s 10 semanas (aumento de 40 x). (F) a expressao qualitativa de SRY por
PCR nos rins dos animais tratados com CTAds. Os dados estao expressos como média +
DP, n = 5 animais / grupo. * P <0,05.
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5.3. Modelo de NTI
5.3.1 Tratamento com CTAd em modelo de nefrite tiubulo-

intersticial:

Apos avaliarmos o carater renoprotetor das CTAds em um modelo de IR,
fomos verificar se esta protecao se reproduzia num modelo experimental de
NTI, uma vez que em ambas possuem um carater inflamatoério, o qual parece
fundamental para formacao do quadro de fibrose tecidual seguida de reducao da
funcao renal.

Observamos neste modelo uma melhora nos parametros funcionais pos-
tratamento com CTAds. Os animais que receberam intraperitonealmente as
CTAds, apresentaram uma reduc¢ao nos niveis de uréia e significante reducao
dos niveis de creatinina séricas, (Figura 19A e 19B). Visualmente estes animais
também apresentaram se mais ativos em relacdo aos nao tratados (dados nao

apresentados).
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Figura 19: Niveis de Creatinina e Uréia Sérica apos tratamento com racao
enriquecida com adenina e CTAds. Os valores mostrados sao média aritméticas +
desvio padrao dos grupos de animais: Sham (n=3), Adenina (n=5) e Adenina + CTAd
(n=6). (* p<0,05). Aos resultados sao apresentados com valores médios + DP.
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E conhecido que durante a manifestacio da NTI ocorre um envolvimento
do processo inflamatoério no intersticio renal acometendo os tabulos, causando
um edema intersticial e lesdo tubular. Dessa forma, a persisténcia do agente
agressor em conjunto com a manutencao da inflamacao, resulta na formacao de
fibrose intersticial e atrofia tubular. Desse modo, apds verificarmos a melhora
da funcao renal nos animais tratados com CTAds, fomos analisar
histologicamente o tecido renal quanto a formacgao de fibrose. Observamos uma
menor area fibrética nos animais que receberam as CTAds, evidenciado
principalmente pela analise da coloracao de Picrosirius por luz polarizada

(Figura 20). Como esperado, nenhum grau de fibrose relevante foi observado no

grupo sham.
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Figura 20: Analise de Fibrose por coloracao de Picro Sirius no modelo de
NTI. imagem representativa dos rins dos animais sham (Sham), tratados com adenina
e tratados com adenina + CTAd corados com Picrosirius. Analise de Picrosirius sob luz
polarizada, onde se observa apenas moléculas de colageno. Quantificacdo foi realizada
pela analise de imagem usando o NIS Elements (Nikon), utilizando luz polarizada.
(Aumento de 40 x). Para todos os grupos, n> 5, * p <0,05. Aos resultados sao
apresentados com valores médios + DP.

Para confirmar nosso achado, analises de expressao de proteinas foram
realizadas através de ensaios de imunohistoquimica (IHQ) para FSP-1 (proteina
especifica de fibroblastos 1) e coldgeno tipo IV (Figura 21). Em ambas as
analises houve uma menor expressao dessas moléculas nos animais tratados

com CTAds.

Adenina Adenina + CTAd

Figura 21: Expressao de moléculas Fibroticas em tecido renal dos animais
tratados ou nao com CTAd no modelo de NTI. Imagem representativa ilustrando
expressao protéica de FSP-1 e Colageno tipo IV. (aumento de 40x).

Como anteriormente mencionado, a NTI evolui para um estado de fibrose
no intersticio renal principalmente pela manutencao do quadro inflamatorio e
acao de moléculas pro-fibrotica como o TGF-B. Tendo em vista o carater
imunomodulador das CTAds, fomos avaliar o padrao de moléculas inflamatorias

e fibroticas expressas no tecido renal desses animais submetidos ao modelo de
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NTI e tratados com CTAd. Apdés o tratamento com as CTAds, apesar de
encontrarmos no tecido renal uma maior expressao proteica de TGF-f3,
verificamos uma modulacao da inflamacao, com menor expressdao de RNAm de
moléculas inflamatorias padrao do tipo Thi (IL-6 e TNFa) e maior expressao de
moléculas anti-inflamatorias padrao do tipo Th2 (IL-4 e IL-10) (Figura 22). Em
relacdo a expressdao de IFN-g, a mesma também foi analisada, mas nao foi

observada diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 22: Efeito imunomodulatério no tecido renal da administraciao de
CTAd no modelo de NTI. Tecido renal foi coletados e utilizado para medir a
expressdao de RNAm. (A) expressao proteica de TGF-f3 em tecido renal; (B) expressao
de RNAm de IL-6. (C) expressao de RNAm de TNF-a. (D) expressao de RNAm de IFN
gama, (E) expressao de RNAm de IL-4. (F) expressao de RNAm de IL-10. Resultados
de qRT-PCR sao expressos em média de 2 -24¢t + DP; * p <0,05. n=5.
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6. DISCUSSAO:

O potencial terapéutico das CTMs tem sido extensivamente investigado
usando modelos animais de doenca renal. De forma interessante, apesar de
diversos estudos terem estabelecido o papel das CTMs em preservar a
integridade do parénquima renal ap6s danos agudos, melhorando sua funcao e
regenerando o epitélio tubular e a capilaridade peri-tubular, os mecanismos por
tras desse reparo ainda nflo estdo claramente comprovados. E conhecido que as
CTMs possuem a capacidade de migrar até o local de lesao, e atuam diminuindo
o estresse oxidativo, o processo inflamatorio e a morte celular, e aumentando a
angiogénese tecidual. 65.108-111

Neste estudo, avaliamos a capacidade das células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo (CTAds) em diminuir a progressao da doenca renal,
particularmente pela sua caracteristica imunomoduladora, uma vez que a
inflamacao é o principal fator envolvido na progressao das doencas renais
cronicas. Nesse sentido, utilizamos dois modelos experimentais, um de
isquemia e reperfusdo renal severa unilateral (IR) e outro de nefrite tibulo-
intersticial (NTI), onde em ambos avaliamos a diminuicdo de progressao da
doenca renal de um estagio agudo para um estagio cronico.

Estudos experimentais neste ambito sao extremamente importantes, uma
vez que hoje cerca de 13% da populacao mundial apresenta algum grau de DRC,
sendo 45% do total de mortes atribuidas a doencas fibroéticas.109:112 Com o
envelhecimento da populacao estes nimeros tendem a subir, aumentando ainda
mais a importancia destes estudos.

Nossa hipotese consiste no fato de que as CTAd poderiam modular o

quadro inflamatoério inicial levando a uma inibicdo do processos de
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TEM/TEndM, os quais sao considerados uns dos principais eventos
responsaveis pela aquisi¢ao da fibrose renal.44-5!

No nosso trabalho, encontramos indicios de que isso realmente poderia
estar acontecendo. Os resultados aqui propostos demonstraram tanto no
modelo de IR quanto no de NTT a ocorréncia de uma melhora da func¢ao renal
ap6s o tratamento com CTAds seguido de uma diminui¢cdo do quadro
inflamatorio. Esta imunomodulacao sistémica encontrada na lesao aguda no
modelo de IR 24h proporcionou ap6és 6 semanas um remodelamento na
composicao dos tecidos renais onde foi possivel constatar menor area fibrotica,
a qual também foi evidenciada no modelo de NTI.

A possivel associacio entre o processo inflamatoério e o estabelecimento
do quadro fibrético ja foi evidenciado em outros trabalhos do nosso grupo onde
foi demonstrado que apés uma LRA, seja por isquemia renal severa!'3 ou por
uma dieta rica em adenina!’4, um processo inflamatério é instalado
proporcionando o desenvolvimento de um quadro de fibrose renal. Nesses
trabalhos fica clara a ocorréncia e manutencao de um processo inflamatorio
ap6s o insulto renal isquémico. Entretanto, aqui verificamos que os animais
tratados com as CTAds sofreram uma intensa reducao do quadro inflamatorio
inicial. Isso foi evidenciado no modelo de IR 24h, onde encontramos um efeito
imunomodulatorio pos-terapia com CTAds, com diminuicdo da expressao de
citocinas proé-inflamatérias, de padrao TH1 (IL-6, IL-1B, IL-1a, KC, RANTES,
TNF-a e IL-12) e aumento de expressao de citocinas protetoras, de padrao TH2
(IL-4 e IL-10). A expressao renal destas citocinas no modelo de NTI também
seguiu o mesmo padrao, onde esta modulacao refletiu em uma melhora nos
parametros histologicos e funcionais nos rins. Dentre os fatores modulados pela
acao das CTAd, o aumento de IL-10 pode estar diretamente ligado a melhora
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funcional e histologica renal. Estudos experimentais de DRC demonstraram que
ratos com aumento cronico de IL-10 apresentavam supressao de infiltrado de
células inflamatoérias, diminuicdo de producdo de MCP-1 e RANTES, como
observado também em nosso modelo, e uma significativa reducao de expressao
de colageno tipo I e III, além de apresentar baixos niveis de proteinuria e
diminuigao significante de glomeruloesclerose e fibrose intersticial.ts

Uma vez constatado o efeito imunomodulador das CTAds, tentamos
detectar a presenca dessas células no tecido renal, porém nao obtermos sucesso.
Acreditamos que o efeito imunomodulador das células-tronco acontece através
de um efeito predominantemente paracrino, através de um fenomeno chamado
touch and go, em que essas células sao atraidas para a area de lesao, secretam
fatores imunorreguladores e depois deixam o tecido e/ou sofrem apoptose. 116
Reis e colaboradores utilizando um modelo de LRA induzido por gentamicina
encontraram o mesmo efeito protetor das CTMs, com melhora dos parametros
funcionais, reducao de citocinas pro-inflamatoérias (TNFa, IFN-y e IL-6) e
aumento de citocinas protetoras (IL-10), porém, da mesma forma que em nosso
trabalho, os autores nao foram capazes de encontrar a presenca das CTMs no
tecido lesado, corroborando o efeito predominantemente paracrino exercido por
estas células.17

Este efeito protetor, predominantemente paracrino, das CTMs também
foi verificado por Remuzzi e colaboradores. Utilizando um modelo animal de
LRA induzido por cisplatina, em que animais imunodeficientes evoluiam a 6bito
apo6s 7 dias da administracao da droga, eles verificaram que o grupo de animais
que receberam as células derivadas da medula 6ssea humana, além de

apresentar melhora funcional e histol6gica, mantinham a integridade do epitélio
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tubular e da microvasculatura peri-tubular, prolongando a sobrevida destes
animais. 118

Acreditava-se que pacientes que sobrevivessem a um insulto de LRA
pudessem ter o completo retorno da funcao renal. Atualmente, entretanto,
dados de modelos animais e de estudos clinicos, como coortes de pacientes
adultos e pediatricos, tem mostrado que a longo prazo, a LRA pode levar ao
desenvolvimento de DRC ou ao surgimento de alteracoes renais referentes a
DRC como hiperfiltracdo, funcdo renal reduzida, hipertensao e
microalbumintria.l7-1922.25 Surpreendentemente, em nosso modelo de IR,
observamos os efeitos a longo prazo do tratamento com CTAd, onde verificamos
que a imunomodulacio inicial ainda estava presente apés 6 semanas com
aumento de expressao de fatores protetores como HO-1 e BMP-7.

O BMP-7 é um competidor do receptor de TGF-p, agindo como um
potente inibidor da TEM e TEndM, neutralizando a acdo do TGF-f e
diminuindo a progressdao da DRC.119:120 121 O TGF-f§ é visto como a molécula
mais importante como agente indutor de fibrose, através da ativaciao de
fibroblastos residentes e por inducao de TEM e TEndM.43:44122 Em nosso
estudo, através do calculo da razao da taxa de expressao de BMP-7 por TGF-3,
encontramos um efeito protetor da administracao de CTAd, onde a expressao de
BMP-7 suplanta a de TGF-f nos animais tratados. Estes resultados
correlacionam com a menor porcentagem de area fibrotica encontrada nos
animais apds o tratamento com CTAds, a qual é evidenciada principalmente
pelo decréscimo da expressao de fatores proé-fibroticos (vimentina, CTGF e
colageno tipo I e IV), decréscimo do infiltrado de fibroblastos (células positivas
para FSP-1) e com a diminuicdo na deposicido de colageno (coloragdes de
picrosirius e Masson). Dessa forma, acreditamos que modulaciao inicial da
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inflamacao pode estar interferindo na via de sinalizacio do TGF-f, o que
resultaria em menos formacao e ativacdo de miofibroblastos e diminuicao da
fibrose.

Adicionalmente, acreditamos que a melhora funcional pode também
estar relacionado com o aumento da expressao de HO-1 nos tecidos renais de
animais tratados com CTAds. Estudos envolvendo HO-1 mostraram que
deficiéncia de sua expressao nao apenas aumenta a suscetibilidade a LRA como
também a progressao para o estado de DRC.123:124 Ap6s a lesdo aguda, HO-1 é
rapidamente induzida, porém sua expressdao diminui rapidamente, antes da
total recuperacao do tecido renal. Esta rapida supressao da expressao de HO-1
permite uma continua expressao de genes pro-inflamatoérios e pro-fibréticos,123-
125 dentre eles os envolvidos na TEM, mediando assim a progressao do estado de
LRA para a DRC.126 Isto foi demonstrado no estudo de Kie et al. onde os autores
evidenciaram em camundongos HO-1-/-, apés obstrucdo aguda do trato
urinario, um aumento do influxo de macrofagos, fibrose intersticial e aumento
de marcadores de TEM como TGF-B, a-SMA e FSP-1. Quando os autores
trataram as células tubulares proximais destes animais deficientes em HO-1
com TGF-f, o resultado foi 0 mesmo, ocorreu um aumento da expressdao de
marcadores de TEM e fibrose intersticial,’26 mostrando a intima relagao entre
expressao de HO-1 e progressao de LRA para DRC. Por outro lado, estudos
utilizando superexpressao de HO-1 mostraram uma protecao do
desenvolvimento da fibrose em modelos de LRA induzido por cisplatina,!27.128
IR,*29 lipopolissacarideo,!3° obstrucao do trato urinario!3! e apo6s transplante
renal.’32 Esta reducao da lesao renal foi relacionada em graus variados de
acordo com a atividade da HO-1 na degradacao do heme (molécula nefrotéxica)
e da acao de seus produtos finais desta degradacao, como por exemplo os efeitos
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vasodilatador, antioxidante e anti-inflamatorio de seus subprodutos (Fe++, CO e
biliverdina).133 Farenbach et al. mostraram que a transferéncia de macroéfagos
com superexpressao de HO-1 levava a protecdo tecidual apés LRA isquémica,
com reducdo da disfuncdo renal e diminuicao da formacao de microtrombos.
Esta atividade protetora também foi relacionada a agdo anti-inflamatoéria e
aumento da fagocitose de células apoptoticas. 134

Além da HO-1, ha a isoforma HO-2 que também pode estar presente na
méacula densa do rim. Rey et al. demonstraram que a atividade combinada
destas duas isoformas inibe feedback tabulo-glomerular (FTG). Tal inibicao
previniu a vasoconstri¢cao das arteriolas aferentes quando ocorreu o aumento da
concentracao de sal passando na macula densa, preservando assim a taxa de
filtracao glomerular (TFG).135:136 Este efeito supressor das HO-1 e -2 no FTG é
decorrente das acoes do CO e da bileverdina, subprodutos da HO sobre a
degradacao do heme, onde o primeiro suprime o FTG através da sinalizacao via
guanilato ciclase, ao passo que o segundo o inibe ao “limpar” anion superdéxido,
também responsavel por aumentar o FTG. Este efeito supressor da HO no FTG
pode ser relevante na LRA uma vez que a reabsorcdo de soédio estando
prejudicada no ttbulo proximal, h4 um aumento de sédio passando no néfron
distal, gerando vasoconstricao da arteriola aferente e diminuicao da TFG.135.136
Neste cenario, a HO ao inibir o FTG inibiria a vasoconstricdo da arteriola
aferente, mantendo a TFG, o fluxo sanguineo e a excre¢ao normal de sodio.

Estudos ja realizados com CTMs também mostraram o efeito
renoprotetor da HO-1. Zarjou et al. através de um modelo de LRA induzida por
cisplatina demonstraram que os efeitos renoprotetores das CTMs estao
intimamente relacionados com a presenca da HO-1. Foi evidenciado que
somente o meio condicionado obtido de células HO-1+/+, mas nao de células
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HO-1-/-, reduziram o dano renal, sendo esse efeito correlacionado com uma
maior producdo de fatores pro-angiogénicos por estas células.99 No nosso
modelo de IR com 6 semanas, também foi possivel verificar uma maior
expressao de HO-1 e VEGF no grupo de animais que receberam CTAd. De forma
adicional observamos que essa expressao estava correlacionada com a formacao
de menores areas de hipoxia tecidual.

A hipéxia também é um indutor de TEM. Dentre as teorias de progressao
de DRC, a hipoxia cronica pode levar a formacao de fibrose através da rarefacao
de vasos. Aqui, observamos que o tratamento com as CTAd pode prevenir a
TEM induzida por hipoxia. Usando uma probe especifica, a qual detecta baixas
areas de pO2, uma Hipoxiprobe, encontramos reduzidas areas de hipoxia nos
animais tratados com CTAds quando comparados com os que nao receberam
tratamento. Esse efeito também pode ser resultado do aumento da expressao de
ambos HO-1 e VEGF. Como descrito anteriormente, os subprodutos da
degradacdao do heme pela HO-1 pode causar um aumento na microcirculacao e
vasodilatacao dos tecidos renais. Isner et al. demonstraram in vitro que VEGF
estimula a liberacdo de NO a partir do endotélio normal,'37 promovendo a
recuperacao do fluxo sanguineo em membros isquemiados de coelho.138

Em nosso estudo, verificamos uma elevada expressao de iNOS, uma
enzima conversora de NO, no tecidos renais de animais tratados com CTAd.
Complementarmente, Papapetropoulos et al. e Ziche et al. demonstraram em
modelos in vitro e in vivo que niveis fisiolégicos de NO pode induzir a
angiogénese.39-14! Toyoaki et al. utilizando um modelo animal de isquemia em
membro de coelho, também mostraram que por si s6 a ingestao oral de L-
arginina, molécula que quando convertida em citrulina libera NO, conduziu a
um aumento da angiogénese. De forma adicional foi verificado nesse estudo um
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aumento de circulacdo colateral e um aumento da densidade capilar nos
animais tratados com L-arginina em relacdo aos controles.’42 Embora em
determinadas condicOes, a expressao de iNOS esta relacionada com inflamacao,
a producao em niveis fisiolégicos de NO por iNOS pode também estar associada
com uma maior vasodilatacdo que por sua vez pode levar a diminuicao das areas
de hipodxia, enquanto que sua acdo angiogénica esta relacionada tanto com sua
capacidade de liberar NO quanto de modular positivamente a expressao de
VEGF.143.144 VEGF é um fator chave para o crescimento de vasos, o qual pode
influenciar no desenvolvimento normal glomerular vascular. A alta expressao
destas moléculas nos animais tratados com CTAds suporta a agdo pro-
angiogénicas das células-tronco com consequente aumento na vascularizagao e
reducdo da hipoxia cronica.

Embora nenhum modelo experimental ideal de DRC exista, acreditamos
que o modelo de isquemia renal grave aqui utilizado, permite estudar as
consequéncias de uma inflamacdo persistente, e posteriormente avaliar os
resultados do tratamento com CTAds em um ponto especifico. Para isso, nos
administramos as CTAds na sexta semana ap0s reperfusao, uma vez que neste
ponto nossos resultados prévios juntamente com dados da literatura ja
demonstrava a presenca de um quadro de fibrose intersticial.113.145 ApoOs 4
semanas da administracao das CTAds, totalizando 10 semanas apos reperfusao,
coletamos os dados para anélise. Os resultados foram surpreendentes.
Encontramos nos animais tratados com CTAds uma alta expressao de fatores
renoprotetores (IL-10 e BMP-7) e baixa expressao de fatores pro-fibroticos. Por
meio de analises histologicas e protéicas verificamos também no grupo tratado

uma diminuic¢ao de fibrose intersticial pré-estabelecida.
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Diversos estudos ja apresentaram a possibilidade de regressao da fibrose.
Inibidores de angiotensina tem um importante papel na progressao e potencial
regressao da glomeruloesclerose.146147 O tratamento com VEGF-a também
resulta em diminuicao de dano e aumento da proliferacao de células endoteliais
e aumento do reparo capilar em modelos de glomerulonefrite aguda ou
microangiopatia trombotica 48. O tratamento com BMP-7 pode reverter fibrose
renal induzida por TGF em camundongos49 . De uma forma inovadora, nosso
trabalho apresenta a possibilidade de regressao de fibrose através do tratamento
com CTAds. Acreditamos que o decréscimo da fibrose é resultado de uma série
de fatores decorrentes das propriedades reguladoras e citoprotetoras das
células-tronco.

Considerando que indutores de TEM sao ativados em um microambiente
inflamatoério, em que tanto TGF-b como hipdxia podem induzir a expressao de
especificos fatores de transcricao. A modulacao da inflamacao juntamente com
o aumento de expressio de fatores renoprotetores, anti-fibréticos e
angiogénicos levariam a um bloqueio da TEM, em que células mesenquimais
retornariam ao seu fenotipo epitelial e/ou endotelial através de um evento
bidirecional continuo.

Em resumo, propomos aqui que o tratamento com CTAd pode cessar a
progressao de formacgao de fibrose ou até reverter um processo fibrotico pré-
estabelecido. Acreditamos que o mecanismo envolvido pode estar relacionado
com a acao imunomodulatéria e citoprotetora das CTAds, o que levaria a uma
diminuicdo da TEM e consequente melhora funcional renal. Dessa forma,
esperamos que os resultados obtidos nesse trabalho possam contribuir para a
identificacao de potenciais vias de les@o ou de regeneracao renal, facilitando a
sua traducdo mais simples e rapida para a pratica clinica.
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7. CONCLUSOES:

Especificamente, podemos concluir que:

i. As CTAd sao efetivas em prevenir os danos renais cronicos secundario a uma
isquemia severa, ao reduzir o processo pro-inflamatoério, reduzir a hipdxia
tecidual e favorecer a angiogénese;

ii. As CTAd foram capazes de reverter um quadro de fibrose ja instalado,
provavelmente por interferir na resposta inflamatoéria persistente que incitaria
as modificacoes fenotipicas e funcionais em células epiteliais e endoteliais; e

iii. As CTAds também foram efetivas em reduzir o processo fibrotico e
inflamatoério noutro modelo de DRC, a NTI experimental induzida por ingesta

de adenina.

Em resumo, este trabalho demonstra que CTAds podem vir a ser uma
forma terapéutica alternativa no tratamento e na prevencao de DRC.

O maior entendimento das propriedades imunomoduladoras,
angiogénicas, antiapoptdticas e antifibroticas destas células trariam beneficios
na clinica médica nao s6 em doencas renais, mas em diversas patologias onde a

terapéutica atual ainda nao é efetiva.
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Adipose Tissue-Derived Stem Cell Treatment Prevents
Renal Disease Progression

Cassiano Donizetti-Oliveira,* Patricia Semedo,* Marina Burgos-Silva,* Marco Antonio Cenedeze.*
Denise Maria Avancini Costa Malheiros,7 Marlene A. Reis,i Alvaro Pacheco-Silva.*
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*Experimental and Clinical Immunology Laboratory, Division of Nephrology, Federal University of S&o Paulo,
Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo, Brazil
tPathology Department, University of Sio Paulo, S3o Paulo, Brazil
iPathology Division, UFTM, Uberaba, Minas Gerais, Brazil
§Laboratory of Transplantation Immunobiology, Department of Immunology, University of S3o Paulo, 580 Paulo, Brazil

Adipose tissue-derived stem cells (ASCs) are an attractive source of stem cells with regenerative properties that
are similar to those of bone marrow stem cells. Here, we analyze the role of ASCs in reducing the progression
of kidney fibrosis. Progressive renal fibrosis was achieved by unilateral clamping of the renal pedicle in mice
for 1 h; after that, the kidney was reperfused immediately. Four hours after the surgery, 2x 10° ASCs were intra-
peritoneally administered. and mice were followed for 24 h posttreatment and then at some other time interval
for the next 6 weeks. Also, animals were treated with 2 10F ASCs at & weeks after reperfusion and sacrificed
4 weeks later to study their effect when interstitial fibrosis is already present. At 24 h after reperfusion, ASC-
treated animals showed reduced renal dysfunction and enhanced regenerative tubular processes. Renal mRNA
expression of IL-6 and TNF was decreased in ASC-treated animals, whereas IL-4, [L-10, and HO-1 expression
increased despite a lack of ASCs in the kidneys as determined by SRY analysis. As expected, untreated kidneys
shrank at 6 weeks, whereas the kidneys of ASC-treated animals remained normal in size, showed less collagen
deposition, and decreased staining for FSP-1, type I collagen, and Hypoxyprobe. The renal protection seen in
ASC-treated animals was followed by reduced serum levels of TNF-ce, KC, RANTES, and IL- lce. Surprisingly,
treatment with ASCs at 6 weeks, when animals already showed installed fibrosis, demonstrated amelioration
of functional parameters, with less tissue fibrosis observed and reduced mRNA expression of type [ collagen
and vimentin. ASC therapy can improve functional parameters and reduce progression of renal fibrosis at early
and later times after injury, mostly due to early modulation of the inflammatory response and to less hypoxia,
thereby reducing the epithelial-mesenchymal transition.

Key words: Adipose-derived stem cell; Acute kidney injury; Ischemia-reperfusion injury; Fibrosis;
Inflammation

INTRODUCTION

Despite all efforts to manage acute kidney injury (AKI)
patients, this syndrome is still associated with high mor-
tality and morbidity rates. Moreover, it has a high inci-
dence and may affect approximately 7% of all hospitalized
patients, with the mortality rate reaching near 50% of AKI
patients in intensive care units (ICUs) (34,40). Among
long-term AKI surviving patients (1-10 years), approxi-
mately 12.5% are dialysis dependent and 19-31% develop
chronic kidney disease (CKD) (15). This scenario can be
caused by incomplete repair of epithelial cells after AKI

and persistent tubule-interstitial inflammation, leading to
an increase in fibroblast proliferation and the activation
of myofibroblasts and resulting in excessive deposition of
extracellular matrix proteins in kidney (15,31). The epi-
thelial-to-mesenchymal transition (EMT) has been sug-
gested as one the main pathways in fibrosis development
in the progression of AKI to CKD (24.41).

The EMT can be viewed as an adaptive response of
epithelial cells after chronic stress/injury. Hypoxia, oxi-
dative stress, and inflammation can produce and release
several chemokines and cytokines that attract and direct
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Inflarmmation contributes to the pathogenesis of chronic kidney disease (CKD). Molecules released by the inflamed injured fis-
sue can activate toll-ike receptors (TLRs), thereby modulating maocrophage and CD4* T-cell activity. We propose that in renal fi-
brogenesis, M2 macrophages are recruited and activated in a T helper subset 2 cell (1, 2)-prone inflammatory milieu in a MyDE8-
dependent manner. Mice submitted to unilateral ureteral ligation (UUO) demenstrated an increase in macrophage infiliration with
collagen depasition after 7 d. Conversely, TLR2, TLR4 and MyD88 knockout (KO) mice had an improved renal function together with
diminished T2 cytokine production and decreased fibrosis formation. Moreover, TLR2, TLR4 and MyD88 KO animals exhibited less M2
macrophage infiliration, namely interleukin (L)-10° and CD206* CD116"" cells, at 7 d after surgery. We evaluated the role of a T,.2
cytoking in this context, and cbserved that the absence of IL-4 was associated with better renal function, decreased IL-13 and TGF-
fs levels, reduced arginaose activity and a decrease in fibrosis formation when compared with IL-12 KO and wild-type (WT) animals.
Indeed, the better renal outcomes and the decreased fibrosis formation were restricted to the deficiency of IL-4 in the hematopoi-
etic compartment. Finally, macrophage depletion, rather than the absence of T cells, led to reduced lesions of the glomerular fil-
tration barrier and decreased collagen deposition. These results provide evidence that future therapeutic strategies against renal
fibrosis should be accompanied by the modulation of the M1:M2 and T,1:T,2 balance, as 1,2 and M2 cells are predictive of fioro-
sis toward mechanisms that are sensed by innate immune response and triggered in a MyD88-dependent pathway.

Online address: hitp://www.molmed.org
doi: 10.2119/molmed.2012.00131

INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD)is a
major health problem, highly prevalent
in the general population, and associated
with a high mortality rate mainly due to
cardiovascular complications (1). Several
animal models have been used to study

different features of CKD (2), and the use
of genetically engineered mice has
greatly expanded the utility of this
model in studying molecular mecha-
nisms underlying the renal response to
chronic insults (3). Specifically, unilateral
ureteral ligation (UUQ) induces, after a
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few hours, cellular infiltration into the
kidney, mainly macrophages that secrete
growth factors and cytokines that ulti-
mately induce disequilibrium between
apoptosis and proliferation of the tubular
cells, which favors fibroblast activation
and proliferation. Activated fibroblasts
secrete additional extracellular matrix
(ECM) components that accumulate in
the interstitium, and, as the obstruction
continues, ECM deposition becomes
massive, and the uncontrolled apoptosis
of cells results in tubular atrophy (3).
This matrix remodeling and cellular
stress can release molecules that finally
instigate an inflammatory response.
Toll-like receptors (TLRs) are an innate
family of receptors that can sense tissue
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81



Producao Cientifica

OPEN & ACCESS Freely available online PLoS onhe

Invariant Natural Killer T Cell Agonist Modulates
Experimental Focal and Segmental Glomerulosclerosis

Rafael L. Pereira'®, Vanessa O. Reis'®, Patricia Semedo’, Bruna N. Buscariollo', Cassiano Donizetti-
Oliveira', Marcos A. Cenedeze', Maria Fernanda Soares’, Alvaro Pacheco-Silva'2, Paul B. Savagea,
Niels O. S. Camara'?, Alexandre C. Keller'-**

1 Departamento de Medicina - Nefrologia, Universidade Federal de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil, 2 Unidade de Transplante Renal, Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa
Albert Einstein, Sao Paulo, Brasil, 3 Department of Chemistry and Biochemistry Brigham Young University, Provo, Utah, United States of America, 4 Departamento de
Imunologia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil, 5 Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal de Sao Paulo, S&o Paulo,
Brasil

Abstract

A growing body of evidence demonstrates a correlation between Th2 cytokines and the development of focal and
segmental glomerulosclerosis (FSGS). Therefore, we hypothesized that GSL-1, a monoglycosylceramide from Sphingomonas
ssp. with pro-Th1 activity on invariant Natural Killer T (iNKT) lymphocytes, could counterbalance the Th2 profile and
modulate glomerulosclerosis. Using an adriamycin(ADM)-based model of FSGS, we found that BALB/c mice presented
albuminuria and glomerular degeneration in association with a Th2-like pro-fibrogenic profile; these mice also expressed a
combination of inflammatory cytokines, such as I1L-4, IL-1a;, IL-15, IL-17, TNF-, and chemokines, such as RANTES and eotaxin.
In addition, we observed a decrease in the mRNA levels of GD3 synthase, the enzyme responsible for GD3 metabolism, a
glycolipid associated with podocyte physiology. GSL-1 treatment inhibited ADM-induced renal dysfunction and preserved
kidney architecture, a phenomenon associated with the induction of a Th1-like response, increased levels of GD3 synthase
transcripts and inhibition of pro-fibrotic transcripts and inflammatory cytokines. TGF-B analysis revealed increased levels of
circulating protein and tissue transcripts in both ADM- and GSL-1-treated mice, suggesting that TGF-B could be associated
with both FSGS pathology and iNKT-mediated immunosuppression; therefore, we analyzed the kidney expression of
phosphorylated SMAD2/3 and SMAD? proteins, molecules associated with the deleterious and protective effects of TGF-f,
respectively. We found high levels of phosphoSMAD2/3 in ADM mice in contrast to the GSL-1 treated group in which
SMAD7 expression increased. These data suggest that GSL-1 treatment modulates the downstream signaling of TGF-f§
through a renoprotective pathway. Finally, GSL-1 treatment at day 4, a period when proteinuria was already established,
was still able to improve renal function, preserve renal structure and inhibit fibrogenic transcripts. In conclusion, our work
demonstrates that the iNKT agonist GSL-1 modulates the pathogenesis of ADM-induced glomerulosclerosis and may
provide an alternative approach to disease management.
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[2]. In the spontaneous FSGS Buffalo/Mna rat model, Le Berre
and colleagues found an early imbalance in Th1/Th2 cytokines

Focal and segmental glomerulosclerosis (FSGS) is a growing due to a T-cell infilorate with a predominant Th2 profile, which in
cause of adult nephrotic syndrome and chronic kidney discase. wrn down-regulated Thl responses [3]. Consistent with these

Introduction

Although FSGS  presents diverse  histological patterns  and
etiological associations, podocyte injury is a common denominator
[1]. The immunological mechanisms involved in the pathogenesis
of FSGS are not fully understood, but various studies demonstrate
an association between a Th2-like profile and disease develop-
ment. Yap and colleagues were the first to demonstrate a
correlation between increased IL-13 mRNA  expression and
idiopathic nephratic syndrome (INS) during childhood; because
FSGS is one of the most common causes of INS, it was considered
an indication of the association between Th2 cytokines and FSGS

. ..
@ PLoS ONE | www.plosone.org

results, Lai and colleagues demonstrated that IL-13  over-
expression induced minimum change-like nephropathy, a phe-
nomenon associated with podocyte structural changes and
increased expression of IL-4Ro and IL-13Ro2 in the glomeruli
[4].

Combined, these previous studies support a correlation hetween
Th2 eytokines and the development of FSGS. Because of the
antagonism between Thl and Th2 cytokines, we hypothesized
that the polarization of immune responses toward a Thl profile
could mhibit or even modulate the pathogenesis of FSGS. In this
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Abstract

Acute kidney injury (AKI) is classically described as a rapid loss of kidney function. AKT affects more than 15% of all hospital
admissions and is associated with elevated mortality rates. Although many advances have occurred. intermittent or continuous
renal replacement therapies are still considered the best options for reversing mild and severe AKI syndrome. For this reason, it
is essential that innovative and effective therapies, without side effects and complications, be developed to treat AKI and the end-
stages of renal disease. Mesenchymal stem cell (MSC) based therapies have numerous advantages in helping to repair inflamed
and damaged tissues and are being considered as a new alternative for freating kidney injuries. Numerous experimental models
have shown that MSCs can act via differentiation-independent mechanisms to help renal recovery. Essentially. MSCs can secrete
a pool of cytokines. growth factors and chemokines, express enzymes, interact via cell-to-cell contacts and release bioagents such
as microvesicles to orchestrate renal protection. In this review. we propose seven distinct properties of MSCs which explain how
renoprotection may be conferred: 1) anti-inflammatory: 2) pro-angiogenic; 3) stimulation of endogenous progenitor cells:; 4) anti-
apoptotic: 5) anti-fibrotic: 6) anti-oxidant; and 7) promotion of cellular reprogramming. In this context, these mechanisms, either
individually or synergically. could induce renal protection and functional recovery. This review summarises the most important
effects and benefits associated with MSC-based therapies in experimental renal disease models and attempts to clarify the
mechanisms behind the MSC-related renoprotection. MSCs may prove to be an effective, innovative and affordable treatment for
moderate and severe AKI. However, more studies need to be performed to provide a more comprehensive global understanding
of MSC-related therapies and to ensure their safety for future clinical applications.

Introduction

Acute Kidney Injury

Acute kidney injury (AKI) is classically described as a
rapid and progressive loss of renal function. which persists
for variable periods, resulting in an increase in markers of
Kidney injury.! It is important to consider that AKI is also
characterised as a wide-spectrum syndrome. with progressive
and cumulative damage ranging from mild to severe forms.*

AKT affects more than 15% of all hospital admissions and is
associated with elevated rates of mortality and morbidity. In
AKI, the mortality rate can range from 15% in patients with
isolated renal failure up to 50-80% in severe cases in which

renal replacement therapies are needed** Even after the
recovery of kidney function, some patients remain dependent
on dialysis (=13%) or have compromised renal function in
the long term. Indeed, it has been reported that patients who
recover from acute renal dysfunction have an increased risk
for developing progressive chronic kidney disease.™’

Pathophysiology of AKT

AKT is frequently multifactorial and can occur as a result
of a fall in renal perfusion, direct insults to the renal tubule
(toxic or obstructive). tubule-interstitial inflammation and
oedema. or a primary reduction in the glomerular filtration
rate.® After an ischaemic injury to the kidney, structural and
biochemical changes occur which result in vasoconstriction.
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