UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINAVETERINARIA

SUPEREXPRESSAO INDUZIDA DE VEGF E HGF EM
CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS DO
LIQUIDO AMNIOTICO NA INIBICAO DA FIBROSE
INTERSTICIAL APOS ISQUEMIA RENAL AGUDA EM
RATOS

TESE DE DOUTORADO

Marina Gabriela Monteiro Carvalho Mori da Cunha

Santa Maria, RS, Brasil

2012



SUPEREXPRESSAO INDUXIDA DE VEGF E HGF EM
CELULAS MESENQUIMAIS ESTROMAIS DO LIQUIDO
AMNIOTICO NA INIBICAO DA FIBROSE INTERSTICIAL
APOS ISQUEMIA RENAL AGUDA EM RATOS

Marina Gabriela Monteiro Carvalho Mori da Cunha

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do Programa de Pos-Graduacdo em
Medicina Veterinaria, area de Concentracdo em Cirurgia \Veterinaria, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para
obtencédo do grau de
Doutor em Medicina Veterinaria.

Orientador: Prof. Ney Luis Pippi

Santa Maria, RS, Brasil

2012



© 2012

Todos os direitos autorais reservados a Marina Gabriela Monteiro Carvalho Mori da Cunha. A
reproducdo de partes ou do todo deste trabalho s6 podera ser feita com autorizagdo por escrito
do autor. Endereco: Av. Roraima, n. 1000, Universidade Federal de Santa Maria, Hospital
\eterinario, Bairro Camobi, Santa Maria - RS, 97110-000. Fone (0Oxx)55 3220-9400;
Endereco Eletrénico: morimv@yahoo.com.br




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias rurais
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Tese de Doutorado

SUPEREXPRESSAO INDUZIDA DE VEGF E HGF EM CELULAS
MESENQUIMAIS ESTROMAIS DERIVADAS LIQUIDO AMNIOTICO
NA INIBICAO DA FIBROSE INTERSTICIAL APOS ISQUEMIA AGUDA
EM RATOS

elaborada por
Marina Gabriela Monteiro Carvalho Mori da Cunha

como requisito parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Medicina Veterinaria

COMISSAO EXAMINADORA

Ney Luis Pippi, Prof. Dr.
(Presidente/Orientador)

Dominguita Luhers Graca, Profa. Dr. (UFSM)

Alexandre Krause, Prof. Dr. (UFSM)

Priscylla Tatiana Chalfun Guimaraes, Profa. Dr. (UNESP-Botucatu)

Luciana Maria Fontanari Krause, Profa. Dr. (UNIFRA)

Santa Maria, 17 de Agosto de 2012.



Ao0s meus pais, Paulo Afonso e Maria Luiza. Todo o esfor¢o para a realizagéo desse trabalho
foi com o intuito de que vocés se orgulhassem de mim.

E ao meu filhote Fluke, nefropata ha 5 anos. Amo muito vocés.

Ao meu orientador Ney Luis Pippi, por suas ideias sempre visionarias e pela sua dedicagéo a

cirurgia experimental.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Paulo Afonso e Maria Luiza, por todos 0s ensinamentos e apoio em
todas as decisdes importantes da minha vida. Vocés sdo um exemplo para mim. Aos meus
irmaos, Jodo Paulo e Ana Catarina pelo carinho, ensinamentos e momentos de diverséo. Vocés
serdo sempre 0s meus melhores amigos!

Ao meu orientador Dr. Ney Luis Pippi, pela oportunidade que recebi para este
desafio, pelas criticas construtivas e pela confianga. Vocé me deu a oportunidade para que eu
me desenvolvesse por caminhos préprios, me motivando e guiando quando necessario. Muito
obrigada!l

To my supervisors at Universiteit Katholiek Leuven, Jaan Toelen and Jan Deprest,
for your guidance and encouragement to keep pursuing the results. Thanks for the opportunity
and for sharing your knowledge.

Silvia Zia thanks for the great companion and friendship during all phases of this
study. Thanks to you we could finish this thesis on time. Everything would be harder and less
fun without you

Ao meu amigo e colega, Diego Vilibaldo Beckmann, pelo profissionalismo,
empenho e motivacao para a realizacdo desse trabalho. Tenho grande admiracao pela pessoa e
pelo profissional que ele é. Obrigada por todas as idéias, para que tudo fosse o mais eficiente
possivel.

Marianne Carlon thanks for all teaching about molecular medicine and
microsurgery, for supporting during the surgeries and for all your efforts to make the time |
spent in Leuven more pleasant, almost like at home, even | was 10.000 km from there.

Ao Professor. Alexandre Mazzanti, pela contribuicdo em minha formacdo e por
todas as ideias e sugestdes cirtrgicas. Obrigada pelos ensinamentos e estimulo a pesquisa.

A professora Dominguita Graca, pela ajuda na anélise histologica, pela companhia
agradabilissima e por todos os seus ensinamentos. A docéncia estd no seu sangue e 0 prazer
gue vocé tem em compartilhar o seu conhecimento e ensinar, impressionam a todos. Com
certeza me espelharei em vocé sempre.

A amiga Rosmarini Santos pela ajuda na revisio dessa tese e por estar sempre la
guando eu precisasse. Essa amizade vem de longa data, ainda quando éramos estagiarias.

Aos professores Cristiane Danesi e Marcos D’Ornellas, pela ajuda na anélise

morfométrica.



Aos professores Ricardo Brainer e Julio Zenkner pela ajuda nas decisfes estatisticas.
\océs séo brilhantes!

Ao amigo Didier Quevedo pela ajuda na decisdo das coloracbes e também pelo
carinho de sempre. Mesmo apds anos distantes, sabemos que podemos contar um com o
outro.

Ao CNPq e ao Erasmus Mundus pelo fornecimento das bolsas de doutorado no
Brasil e na Bélgica.

A Universidade Federal de Santa Maria, minha escola, a qual tenho muito orgulho e
ao Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterinaria pela oportunidade oferecida.

Ao Laboratorio de Cirurgia Experimental — LACE e ao Laboratério de Ginecologia
Experimental da Katholiek Universiteit Leuven pelas instalacbes e equipamentos que
possibilitaram a realizacdo deste experimento.

Aos colegas da pos-graduacdo Mauricio da Rosa, Tiago Eilers, Bianca Bertoletti,
Fabiola Dalmolin, Saulo Pinto Filho, Gabrielle Freitas, Rogério Guedes, Graciane Aiello,
Laeticia Trindade e Aricia Sprada pelos momentos agradaveis e pelo compartilhamento de
conhecimento. Foi muito bom poder crescer e aprender com VOCés.

Aos estagiarios Marcella Teixeira e Diego Tolotti, pela ajuda sempre que precisei.

As amigas, quase irmas, Natalia Pesset e Cristiani Bolzan por estarem sempre |4 nos
momentos mais dificeis e também nos mais importantes!! Muito bom saber que posso sempre
contar com Vocés.

Anke Van der Perren and Kim Nijs thanks for all support and friendship. You girls
became much more than friends during these two years. Our talks renew my energy to keep
going and to not give up of getting the results for this thesis. Thanks a lot for the true
friendship. And Anke, thanks for helping with the perfect surgical pictures!

Aos amigos Liliam Beckmann, Claudia Verffel, Cristiano Figueiredo dos Santos,
Raquel Mori, Kaué Danilo Reis, Franciele Walker, Carlos Eduardo Romanini, Juliana Cassoli,
Camila Takeno e Suzana Garcia por tantos momentos agradaveis. Vocés certamente foram
importantes para que eu ndo desistisse!

Lauran Reyniers, Dragana Vidovic, Amelie Fassbender and Diego Garcia thanks for
sharing your knowledge always | needed and for all pleasant moments we spent together.

A todos os funcionérios do Hospital Veterinario, em especial a Nelci, a Liandra e, a
Isabel, que sempre foram amigas cordiais e solicitas.

Agradeco a todos os professores do curso pelos conhecimentos compartilhados.



“Around here, however, we
don 't look backwards for very long. We keep
moving forward, opening up new doors and
doing new things, because we're curious...
and curiosity keeps leading us down new
paths”.

(Walt Disney)



RESUMO

Tese de doutorado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinéria
Universidade Federal de Santa Maria

SUPEREXPRESSAO INDUZIDA DE VEGF E HGF EM CELULAS
MESENQUIMAIS ESTROMAIS DERIVADAS LIQUIDO AMNIOTICO
NA INIBICAO DA FIBROSE INTERSTICIAL APOS ISQUEMIA AGUDA
EM RATOS

AUTOR: MARINA GABRIELA MONTEIRO CARVALHO MORI DA CUNHA
ORIENTADOR: NEY LUIS PIPPI
Data e local da defesa: Santa Maria, 17 de Agosto de 2012.

O tratamento eficaz para a lesdo renal aguda tem melhorado nos Gltimos anos, sendo objeto de inGmeras
pesquisas, no entanto a taxa de mortalidade desta patologia ainda permanece elevada. Além disso, pacientes que
sobrevivem apds evento isquémico possuem altos riscos de doenga renal cronica progressiva. As células mesenquimais
estromais do liquido amnidtico humano (hAFSC) sdo uma nova fonte alternativa de células-tronco que expressam
marcadores progenitores renais (CD24). A possibilidade da associagdo das terapias génica e celular permite a
manipulagdo dessas para superexpressar o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento de
hepatdcitos (HGF), dois dos fatores de crescimento mais importantes para a regeneracgao renal. Diante disso, o objetivo
desse estudo foi avaliar se as hAFSCs transduzidas com VEGF e HGF possuem maior acdo nefroprotetora, por meio
de efeito mitético e anti-inflamatorio a curto prazo, levando a uma inibicéo da fibrose a longo prazo em modelos de
isquemia e reperfusdo renal. Na primeira fase do experimento, isolou-se, caracterizou-se as propriedades
imunofenotipicas e a capacidade de diferenciacdo das hAFSCs e apds selecionou-se uma linhagem clonal que
expressasse 0s marcadores CD24 e CD117. Ap6s essa linhagem foi transduzida com vetores lentivirais (VL)
codificando VEGF e HGF. Na segunda fase, induziu-se leséo de isquemia e reperfuséo (I\R) renal pelo clampeamento
do pediculo renal por 50 minutos, em 50 ratos Wistar, machos. O grupos de tratamento foram divididos como (n=10
por grupo): grupo controle, tratado somente com o meio Chang; grupo tratado com hAFSC n&o transduzidas
(1x10%rato); grupo tratado com hAFSC transduzidas com LV-VEGF (1x10%rato); grupo tratado com hAFSC
transduzidas com LV-HGF (1x10%rato) e o grupo tratado tanto com hAFSC transduzidas com LV-VEGF
(0,5x10%rato) quanto LV-HGF (0,5x10%/rato). A creatinina sérica foi mensurada em 24 horas, 48 horas e 2 meses ap6s
a lesdo I\R e as analises histoldgicas foram realizadas para avaliar os seguintes pardmetros: necrose tubular e formagéo
de cilindros hialinos pelas coloracfes de PAS e H&E em 48 horas e fibrose intersticial pelas coloragdes Tricrdmico de
Masson e Picrosirius Red em 2 meses Adicionalmente, a expressdo de KI-67, a-SMA e TGF-p foram analisadas por
imunoistoquimica em 48 horas. Os resultados permitiram observar um efeito benéfico da terapia com hAFSCs em
lesdes de I\R pela melhora mais rapida da funcdo renal e menor indice fibrotico a longo prazo, no entanto obteve-se
um efeito ainda melhor quando associaram-se as hAFSCs. transduzidas com VEGF e HGF comparado com as hAFSC
ndo transduzidas. Ja em 24 h observou-se o efeito renoprotetor nos grupos hAFSC e hAFSC VEGF + HGF pelo valor
significativamente menor da creatinina comparado com o controle. Em 48h todos os grupos ainda apresentavam
valores significativamente elevados de creatinina comparado com 0s ratos sham, exceto o grupo hAFSC HGF +
VEGF. Observou-se também que os grupos hAFSC VEGF +HGF e hAFSC VEGF tiveram um aumento significativo
na proliferacdo tubular renal, provavelmente pelo efeito da superexpressdo de VEGF. Além disso, observou-se redugédo
da expressdo de a-SMA e TGF- em 48h nos grupos hAFSCs nédo-transduzidas, hAFSC VEGF+HGF e hAFSC HGF.
Como o TGF- B1 esta envolvido na transdiferenciacdo de células epiteliais tubulares em miofibroblastos a-SMA-
positivos, o qual aumenta a deposicdo de matriz extracelular, a reducdo na expressdo de a-SMA e TGF-B sdo
indicadoras de inibicdo da fibrose. Apesar de serem descritos diversos beneficios nefroprotetores do VEGF e do HGF
observou-se nesse estudo uma leséo renal mais pronunciada do que o controle nos grupos hAFSC VEGF e hAFSC
HGF, tanto em relagdo a funcdo renal quanto a necrose tubular, o que sugere um efeito tdxico causado pela alta
concentracdo de secrecdo desses fatores de crescimento. A terapia celular utilizando a combinagdo de hAFSCs
transduzida com vetores lentivirais codificando VEGF e HGF resultou em efeito nefroprotetor ainda maior do que sua
forma ndo transduzida apds evento isquémico renal, o qual foi caracterizado pelo aumento do indice mitogénico,
melhor funcdo renal e inibicdo de genes fibrogénicos, levando a um menor indice fibrotico em dois meses.

Palavras-chave: Regeneragdo renal. Terapia génica. TGF-p.
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Despite extensive research on an effective treatment for acute renal injury (AKI), the mortality rate still remains
high. Moreover, patients who survive AKI are at high risk for chronic progressive kidney disease. Mesenchymal
stromal cells derived from human amniotic fluid (hAFSCs) are a new source of stem cells which express renal
progenitor markers (CD24). The possibility of combining gene and cell therapy allows stem cells to be manipulated to
overexpress vascular endothelial growth factor (VEGF) and hepatocyte growth factor (HGF), two of the most
important growth factors for kidney regeneration. Therefore, the aim of this study was to evaluate whether hAFSCs
overexpressing VEGF and HGF demonstrate a nephroprotective effect due to their mitogenic and anti-inflammatory
effect, leading to a long term inhibition of fibrosis. In the first phase of this study, we isolated hAFSCs from human
amniotic fluid samples, characterized their immunophenotypic properties and differentiation capacity and selected a
clonal lineage which expresses CD24 and CD117 markers. This lineage was subgequently transduced with lentiviral
vectors (LV) encoding VEGF and HGF. In a second phase, renal ischemia and reperfusion (I\R) injury was induced in
a rat model by clamping the renal pedicle for 50 minutes in 50 male Wistar rats. Treatment groups (n = 10 per group)
were assigned as follows: a control group treated with Chang Medium only; a group which received non-transduced
AFSC (1x10° cells/animal); a group which received AFSC transduced with LV-VEGF (1x10° cells/animal); a group
which received AFSC transduced with LV-HGF (1x10° cells/animal); and a group treated with AFSC transduced both
with LV-VEGF (0,5x10° cells/animal) and AFSC transduced with LV-HGF (0,5x10° cells/animal). Serum creatinine
was measured at 24 hours, 48 hours and 2 months after I\R injury and histological analysis was performed to analyze
following parameters: tubular necrosis and hyaline cast formation by PAS and H&E staining at 48 hours, and
interstitial fibrosis by Masson’s Trichrome and Picrosirius Red staining at 2 months. Additionally, the expression of
KI-67, a-SMA and TGF-B1 was assessed by immunohistochemistry. The results showed a beneficial effect of AFSCs
delivered to rats with I\R injury, which was characterized by a faster improvement in renal function and a lower
fibrotic index. However, administration of hAFSCs overexpressing VEGF and HGF resulted in an even better outcome
compared to non-transduced AFSCs. As early as 24 hours after AFSC delivery, a nephroprotective effect was observed
after both hAFSC and hAFSC VEGF + HGF treatment, which was characterized by significantly lower creatinine
values compared to those of the control group. At 48 hours, all treatment groups still demonstrated a significant
increase in creatinine values compared to sham animals, except in the hAFSC HGF + VEGF group. In hAFSC HGF +
VEGF and hAFSC VEGF treatment groups, a significant increase in renal tubules proliferation was observed,
measured by an increase in KI-67 expression, which is probably due to the effect of VEGF overexpression.
Furthermore, we observed a decrease in a-SMA and TGF-f expression at 48 hours in the non-transduced hAFSC,
hAFSC HGF and hAFSC VEGF + HGF groups. As TGF-B1 is involved in transdifferentiation of tubular epithelial
cells to a-SMA-positive myofibroblasts which increases extracellular matrix deposition, the reduction in the
expression of a-SMA and TGF-f indicates an inhibition of fibrosis. Although VEGF and HGF have both been
described to have nephroprotective properties, we interestingly observed that the hAFSC expressing both VEGF and
HGF resulted in more pronounced kidney damage compared to non-treated animals when treated with 1x10°
cells/fanimal, which suggests that toxic side effects are possibly induced by high secretion levels of growth factors. In
conclusion, cellular therapy using the combination of hAFSCs transduced with lentiviral vectors encoding VEGF and
HGF, resulted in a stronger nephroprotective effect than non-transduced hAFSC delivered to rats with I/R injury,
which was characterized by an increased mitosis index, an improved renal function and an inhibition of genes involved
in fibrosis resulting in a lower fibrotic index at two months.

Key words: Renal regeneration.Gene therapy. TGF- B.
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de isquemia e reperfusdo tratados com células mesenquimais estromais
derivadas do liquido amnio6tico humano transduzida ou ndo com VEGF e

Gréaficos com valores de VEGF sérico de ratos com lesdo de isquemia e
reperfusdo apo6s 24 h do tratamento com células mesenquimais estromais
derivadas do liquido amniotico humano transduzidos ou ndo com VEGF e

Fotos representativas da histologia renal 48 horas apds inducdo de
isquemia e reperfusdo por 50 minutos em ratos. Cortes histologicos
corados por H & E, objetiva de 10X: sham (ratos operados, sem indugéo
de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R tratados com meio de
cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com células mesenquimais
estromais derivadas do liquido amnidtico humanas (hAFSC); hAFSC
VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com
VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados com hAFSC
transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R tratados com
hAFSC transduzidas com HGF (N=5 por grupo)........ccccccveveevieveeivesreennnnn,

Fotos representativas da histologia renal 48 horas ap6s inducdo de
isquemia e reperfusdo por 50 minutos em ratos. Cortes histolégicos
corados por acido periodico de Schiff (PAS), objetiva de 10X: sham (ratos
operados, sem inducdo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R
tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com células
mesenquimais estromais derivadas do liquido amnidtico humanas
(hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC
transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados
com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R
tratados com hAFSC transduzidas com HGF(n=5 por grupo)..............

Fotos representativas de cortes histologicos de rins de ratos apds inducao
de lesdo de isquemia e reperfusdo por 50 mintuos corados pela técnica de
imuno-histoquimica para o-SMA sendo observada a positividade em
marrom e utilizando-se objetiva de 20X: sham (ratos operados, sem
inducdo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R tratados com
meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com  células
mesenquimais estromais derivadas do liquido amnidtico humanas
(hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC
transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados
com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R
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Figura 39-

Figura 40-

Figura 41-
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Figura 43-

Figura 44-

Fotos representativas de cortes histologicos de rins de ratos apds inducao
de lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R) por 50 minutos corados pela
técnica de imuno-histoquimica para TGF-B, sendo observada a
positividade em marrom eutilizando objetiva de 20X: sham (ratos
operados, sem inducdo de lesdo); controle, ratos tratados com meio de
cultivo; hAFSC, ratos tratados com células mesenquimais estromais
derivadas do liquido amniético humano (hAFSC); hAFSC VEGF + HGF,
ratos tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC
VEGF, ratos tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC
HGF, ratos tratados com hAFSC transduzidas com HGF (n=5 por grupo)..

Imuno-histoquimica para KI-67 de tecido renal, regido cortical, de um
rato apos 48 h de inducgéo da lesdo de isquemia e reperfusdo, tratado com
celulas mesenquimais estromais derivadas do liquido amni6tico humano

Andlise do indice mitogénico avaliado por morfometria das laminas
coradas por imuno-histoquimica para KI-67. Gréafico indica nucleos
positivos por campo de grande aumento nos diferentes grupos analisados.
*** indica diferenca significativa p<0,0001...........ccccocerinininiiniininnineeens

Fotos representativas da histologia renal 2 meses ap6s indugdo de
isquemia e reperfusdo por 50 minutos em ratos. Cortes histoldgicos
corados por Tricrdbmico de Masson, evidenciando o colageno tipo | em
azul utilizando objetiva de 20X: sham (ratos operados, sem inducdo de
leséo); controle, ratos tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos
tratados com células mesenquimais estromais derivadas do liquido
amniético humano (hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos tratados com
hAFSC transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos tratados
com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos tratados com
hAFSC transduzidas com HGF (nN=5 por grupo).........cccceveeruerrerveneresennenns

Fotos representativas da histologia renal 2 meses ap6s indugdo de
isquemia e reperfusdo por 50 minutos em ratos. Cortes histologicos
corados por Picrosirius red. Foto capturada com luz polarizada e objetiva
de 10X: sham (ratos operados, sem inducdo de lesdo); controle, ratos
tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos tratados com células
mesenguimais estromais derivadas do liquido amnidtico humano
(hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos tratados com hAFSC transduzidas
com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos tratados com hAFSC
transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos tratados com hAFSC
transduzidas com HGF (N=5 Por grupo).........ccccceevveevieiiieeiec e

Andlise da fibrose renal avaliada por morfometria das laminas coradas
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1. INTRODUCAO

A leséo renal aguda (LRA) é a diminuicdo subita da funcdo renal caracterizada pela
inabilidade de regular os fluidos, eletrélitos e equilibrio acido-base. A IRA é causada devido a
um insulto isquémico ou téxico ao rim e é potencialmente reversivel, no entanto,
frequentemente leva a faléncia multipla dos 6rgdos (MORIGI et al., 2004; TOGEL et al.,
2005). A taxa de mortalidade em humanos é de 50% (BRADY et al., 1991; LANE, et al.,
1994), apesar da realizacdo de hemodialise e em cées e gatos essa taxa € de 60% (VADE et
al., 1997) e de 47% (WORWAG & LANGSTON, 2008), respectivamente.

A incidéncia de insuficiéncia renal aguda e crénica esta aumentando em todo 0 mundo
(PORT et al., 2000, XUE ET AL., 2006, HSU ET AL., 2007). Dessa forma, necessita-se de
uma nova estratégia terapéutica para um tratamento mais efetivo para evitar a fibrose e o
desenvolvimento de doenga renal cronica.

A medicina regenerativa € um campo interdisciplinar amplo que tem como principal
objetivo a reconstrucdo, o reparo ou a reposicao de tecido ausente ou lesionado com o intuito
de restaurar a funcdo e arquitetura do 6rgdo ou tecido alvo. O cirurgido possui um papel
fundamental na medicina regenerativa, ja que a patologia cirdrgica esta frequentemente
presente com uma necessidade urgente de regeneracdo de 6rgaos e tecidos.

A terapia celular é uma estratégia terapéutica médica que introduz novas células em
tecidos lesionados com o intuito de tratar uma doenca ou lesdo. Atualmente numerosos
centros de pesquisa investigam o potencial da terapia com células-tronco para mudar e
melhorar o tratamento clinico atual de diversas doencas em humanos e animais. A habilidade
das celulas-tronco de se autorrenovarem e possuirem graus variados de capacidade de
diferenciacdo levam a inumeras possibilidades de explora¢do com o intuito terapéutico. Elas
podem ser usadas tanto para a geracao de tecidos com a finalidade de repor tecidos doentes ou
lesionados como para modular a progressdo de doencas, tais como as autoimunes ou
inflamatdrias (NAUTA et al., 2007).

Avancos na terapia com células-tronco (CT) estdo progredindo rapidamente e vém
provendo a associacdo da terapia génica, com alta tecnologia para a introducdo de genes
recombinantes em diferentes tecidos. A terapia génica oferece uma estrateégia atraente para
entrega direta de genes de fatores de crescimento para as células com a intengdo de alterar a
sintese de proteinas no aparelho celular, modificando a resposta de cura (TAUB et al., 1998).

Pelo fato de as células-tronco do adulto (CTA) ter um potencial de regeneracdo limitada a sua
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utilizacdo para a terapia génica e celular torna-se restrita.

As celulas-tronco embrionérias (ESC) séo a populacao de células-tronco mais pléasticas
e possuem capacidade de autorrenovacao indefinida e seriam interessantes para a manipulagédo
genética, no entanto trés fatores importantes limitam sua aplicacao clinica (JUNG, 2009): em
primeiro lugar, o debate ético visto que em alguns paises ndo é permitido gerar ou até mesmo
trabalhar com linhagens de ESC humanas. Em segundo lugar, ESCs pluripotentes podem
induzir a formacdo de teratoma apos o transplante. Em terceiro lugar, ESCs podem provocar
reacOes imunoldgicas apos o transplante (BIEBACK & BRINKMAN, 2010). Da mesma
forma, as células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) ainda apresentam limitagdes em
relacdo a sua aplicabilidade clinica por causa de seu potencial teratogénico (TAKAHASHI
&YAMANAKA, 2006).

O tecido mais frequentemente analisado é o da medula 6ssea. No entanto, a aspiracao
do sangue de medula dssea € um procedimento altamente invasivo e obtém-se apenas um
namero baixo de células por puncdo, cerca de 1-10 células mesenquimais estromais (MSC) a
cada 10.000 células monolucleares (GRONTHOS et al., 2003). Além disso, tem sido
obervado que a capacidade de diferenciacdo e a longevidade das MSCs declinam com a idade
(STENDERUP et al., 2003; BIEBACK et al., 2008). Portanto, tem sido considerada
necessaria a pesquisa de fontes alternativas de MSCs, especialmente em alguns casos
refratarios e complicados.

O liquido amniotico tem sido usado por décadas como uma fonte consistente de
diagnostico pré-natal, no entanto, estudos recentes tém fornecido dicas importantes sobre o
potencial das células mesenquimais estromais do liquido amnidtico (AFSC) para se tornar
uma importante fonte alternativa de células-tronco (MITKA, 2001; KAVIANI et al., 2001;
PRUSA et al., 2003; PRUSA et al., 2004). A combinacéo de ter uma idade cronoldgica jovem
gue minimiza a viabilidade de mutacgdes incorporadas (BIEBACK & BRINKMAN, 2010) e
ser extraembrionario, proporcionando um acesso relativamente facil para colheita de células
faz do fluido amnid6tico uma importante fonte alternativa de células-tronco fetais (PRUSA et
al., 2003; FAUZA, 2004; DE COPPI et al., 2007). Uma vez que a maioria do liquido
amnidtico é derivada da urina fetal, é razoavel assumir que as células progenitoras renais sao
um constituinte desse liquido (DA SACCO, 2010). As AFSCs isoladas sdo boas candidatas
para aplicacdes de terapia celular, superando assim os problemas éticos relacionados com
outras fontes de células-tronco fetais. Varios estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram a

eficacia das células mesenquimais estromais modificadas geneticamente para expressar e
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secretar fatores terapéuticos, confirmando a sua capacidade de servir como uma excelente
base para terapia génica mediada por células (Yu et al., 2008; CHEN et al., 2011; YUAN, et
al., 2011).

Em ESCs derivadas de corpos embridides, podem-se detectar células epiteliais
tubulares e poddcitos por meio de marcadores especificos (KRAMER et al., 2006). As ESC
sdo incorporadas em células epiteliais tubulares com quase 100% de eficiéncia, quando
injetadas em um metanéfron em desenvolvimento (KIM & DRESSLER, 2005). Portanto, as
ESC seriam uma das melhores fontes de células para a reparacao renal e representariam uma
ferramenta poderosa para tais abordagens. Por outro lado, 0 seu uso para terapias renais €
restringida devido ao risco de desenvolvimento de tumores malignos (THOMSON et al.,
1998) e pela rejeicdo imunoldgica ap6s o transplante.

Varios tipos de células progenitoras tém sido isoladas a partir de rins de adultos. Essas
células apresentam a expressdo de marcadores tais como CD133, CD24, Sca-1 ou Lin e séo
localizadas nos tubulos renais, no intersticio da papila renal ou no polo urinério da capsula de
Bowman (PERIN et al., 2007). Algumas linhagens clonais de AFSCs sdao CD 24 positivos,
dessa forma o liquido amnidtico parece uma nova fonte promissora de células-tronco para o
tratamento de lesdes renais.

E importante notar que, ap6s o transplante, apenas uma pequena quantidade de
células-tronco integram no parénguima renal. Isso levou a suposicdo de que os efeitos
protetores das células-tronco na reparacdo renal sdo mediadas pela estimulacdo paracrina /
enddcrina (TOGEL et al., 2005; Bl et al., 2007; PERIN et al.,, 2007). Bl et al. (2007),
IMBERTI et al. (2007) e TOGEL et al. (2007) sugeriram que a fungéo protetora renal ocorre
devido a secrecdo dos fatores de crescimento de insulina-1 (IGF-I), factor de crescimento de
hepatocitos (HGF), factor de crescimento vascular endotelial (VEGF), e fator de crescimento
epidérmico (EGF). Além disso, acreditando-se em uma acdo paracrina, a liberacdo de
microvesiculas e de transferéncia de informacgdo genética pode ser responsavel pelo efeito
benéfico das MSCs na recuperacao da lesdo renal aguda experimental (BRUNO et al., 2009).
Dessa forma, a manipulacdo genética das células tronco para superexpressar esses fatores de
crescimento seria interessante para que houvesse um efeito ainda melhor do que as células

tronco ndo modificada.

O objetivo desse estudo foi avaliar se o transplante celular com células mesenquimais
estromais derivadas do liquido amnidtico transduzidas com VEGF e HGF possuem maior

efeito renoprotetor a curto prazo, por meio de efeito mitdtico e antiapoptoético e efeito
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antifibrético a longo prazo.

Essa tese foi dividida em dois capitulos de acordo com as duas principais fases
experimentais para realiza-la. No primeiro capitulo esta descrita a forma como foram isoladas,
caracterizadas e manipuladas geneticamente as células-tronco derivadas do liquido amniético.
No capitulo dois discorre-se sobre as técnicas cirargicas utilizadas para esse estudo: 0 modelo
de isquemia e a técnica de acesso a artéria renal e sobre o transplante das células-tronco
derivadas do liquido amniotico transduzidas ou ndo com VEGF e\ou HGF em modelos de

isquemia e reperfusdo renal em ratos.
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2. CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Células-tronco

As células-tronco (CTs) tém o potencial de se desenvolverem em diferentes tipos
celulares do corpo durante o inicio da vida e o crescimento (WEISSMAN et al., 2001). Além
disso, elas servem como reparo do sistema interno de muitos tecidos, entrando em mitose
quando estimuladas para repor o tipo celular necessario durante toda a vida do individuo.

As CTs podem ser distinguidas de outros tipos celulares por duas caracteristicas
importantes. Primeiro, elas sdo células indiferenciadas capazes de se autorrenovarem por meio
de divisdo celular. Segundo, sob certas condicdes fisioldgicas ou experimentais, elas podem
ser induzidas a se tornar células 6rgdo- ou tecido-especificas com funcbes especiais. Em
alguns oOrgdos que apresentam uma elevada renovagdo celular, incluindo o sistema
hematopoiético, intestino e pele, as células-tronco se dividem quase que constantemente para
suprir progenitores para novas celulas somaticas. Outros Grgdos tais como 0s rins e 0s
pulmdes, possuem uma taxa de renovacdo celular bem menor, mas essas células sdo capazes
de proliferar e reparar sob estimulos, quando em lesdo (BONVENTRE, 2003).

Até recentemente, pesquisadores primariamente trabalhavam com dois tipos de CT:
células-tronco embrionarias (ESC) e CT do adulto (CTA). O trabalho pioneiro em CT foi
realizado em camundongo. O estudo de sua biologia na espécie murina conduziu a um método
para derivar as células-tronco a partir de embrides humanos, referido como células -tronco
embrionérias (hESC). Como os embrides usados nesses estudos foram embrifes redundantes
oriundos de procedimentos de fertilizacdo in vitro, a criacdo e utilizacdo de hESC provocou
um grande debate ético. O segundo tipo de CT utilizado na pesquisa é a CTA. Acredita-se que
este tipo celular é indiferenciado e pode ser encontrado entre as células diferenciadas em um
tecido ou 6rgao.

Tipicamente, ha um nimero muito pequeno de células-tronco em cada tecido e uma
vez removidas do corpo, sua capacidade de dividir € limitada, tornando a geragdo de grandes
quantidades de CT dificil. A procura de uma alternativa, pesquisas recentes elucidaram as
condi¢cdes que permitem algumas células adultas especializadas a serem reprogramadas
geneticamente para assumir uma células com caracteristicas tronco. Esse novo tipo de CT é

chamado de célula-tronco pluripotente induzida (iPSC).
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Fontes de células-tronco

A plasticidade ou o potencial de diferenciacdo das celulas-tronco pode ser
classificados como totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes.

A totipoténcia é a habilidade de uma unica célula se dividir e produzir todos os tipos
de células diferenciadas do organismo, incluindo tecidos extra-embrionarios. O
desenvolvimento dos mamiferos comecam quando um espermatozoéide fertiliza um dévulo e
cria uma unica célula totipotente (zigoto). Nas primeiras horas apés a fertilizacdo, esta célula
se divide em células totipotentes idénticas, que mais tarde podem desenvolver-se em qualquer
uma das trés camadas germinativas de um ser humano (endoderme, mesoderme ou
ectoderme) e em células da camada citotrofoblasticas ou da camada sinciciotrofoblastica da
placenta. Depois de atingir o estagio de 16-células, as células totipotentes da médrula
diferenciam em células que irdo eventualmente tornar-se blastocisto de massa celular interna
ou o trofoblasto exterior. Aproximadamente quatro dias apds a fertilizacéo e apds varios ciclos
de divisdo celular, estas células totipotentes comegam a se especializar.

As CT pluripotentes podem ser derivadas da massa interna celular antes da
implantacdo do embrido ou isoladas de um conjunto de células fetais primordiais, acima da
alantéide (THOMSON et al., 1998; ANDREWS et al., 2005). Apesar de um trabalho recente
ter mostrado que as ESC podem derivar de um Unico blastdmero isolado usando
procedimento similar ao usado rotineiramente para o diganostico genético de pre-implantacdo
(KLIMANSKAYA et al., 2007), a destruicdo de um blastocisto ou um embrido necessario para
0 seu isolamento ainda levanta questfes éticas (LO & PARHAM 2009). As células-tronco
multipotentes podem se diferenciar em diversos tipos celulares, no entanto essa diferenciagéo
é limitada a apenas uma camada germinativa.

As CTAs podem ser encontradas em quase todos os tecidos e tém sido extensivamente
caracterizadas pelo seu potencial terapéutico. Elas podem ser multipotentes (por exemplo, as
células-tronco hematopoiéticas e as células mesenquimais estromais) ou unipotentes (células
progenitoras, por exemplo).

As CT hematopoiéticas sdo capazes de dar origem a todos os tipos de células
sanguineas: glébulos vermelhos, linfocitos B e T, células NK, neutréfilos, eosinéfilos,
basofilos, mondcitos e mastdcitos. As CTAs foram identificadas em varios orgéos e tecidos.
Acredita-se que elas residam em uma area especifica de cada tecido (chamado de "nicho de
células-tronco™). As CTs podem permanecer quiescentes (sem divisdo) durante longos
periodos até que sdo ativadas por uma necessidade fisiologica de manutencdo tecidual, ou por

alguma alteracéo patologica, devido a alguma doenca ou les&o tecidual.
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FRIEDENSTEIN et al. (1976) inicialmente isolaram as CTsoriundas da medula 6ssea
pela sua capacidade de adesdo ao plastico de placas de Petri e demonstraram que essas células
cresciam em colonias com morfologia fibroblastica, denominadas unidades formadoras de
colonia de fibroblasto ou células estromais medulares. Atualmente, elas sdo denominadas
como "células-tronco mesenquimais™ ou "células mesenquimais estromais " (MSC) com base
na sua propriedade de se diferenciar em uma variedade de tecidos mesodérmicos, tais como o
0sso, a cartilagem e o tecido adiposo. Além da medula déssea, as MSCs foram também
encontradas em quase todos os 6rgaos e tecidos pds-natais, incluindo o tecido adiposo (ZUK
et al., 2002), periosteo (DE BARI et al., 2001), membrana sinovial, liquido sinovial (DE
BARI et al., 2001a), masculo (ASAKURA et al, 2001), derme, dentes deciduos, pericitos,
0sso trabecular, gordura infrapatelar, cartilagem articular, e sangue de corddo umbilical
(BIANCO et al, 2008; REBELATTO et al., 2008). As MSCs tém demonstrado grande
potencial para uso clinico, devido ao seu isolamento conveniente, a sua baixa
imunogenicidade, que permite o transplante alogénico sem drogas imunossupressoras; a falta
de controvérsia ética, e ao seu potencial de se diferenciar em tipos de células de tecidos
especificos (TOMA et al., 2002) ) com a atividade trofica (NAUTA & FIBBE, 2007; OH et
al., 2008; ANKRUM & KARP, 2010). Além disso, ha evidéncias crescentes de que as MSCs
possuem potencial imunomodulador e propriedades anti-inflamatérias (DA SILVA
MEIRELLES et al., 2008).

Embora diversos marcadores fenotipicos tém sido mostrados para ser expressos em
MSCs, ainda ndo existem marcadores especificos Gnicos que possam ser utilizados para
assegurar a sua homogeneidade. Como parte dos critérios minimos, as MSCs humanas devem
ter: (i) capacidade de adesdo ao plastico, (ii) a expressdo das moléculas de superficie CD73,
CD90, e CD105 e auséncia de expressdao de CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, e HLA-DR
(iii) a capacidade de diferenciacdo mesodérmica em osteoblastos, condrécitos, e adipdcitos,

sob condicdes de diferenciacdo padrdo in vitro.

Células-tronco humanas derivadas do liquido amniético

Em humanos, o liquido amnidtico aparece no inicio da segunda semana de gestacdo
como uma pelicula pequena de liquido entre as células do epiblasto. O fluido expande e
separa o0 epiblasto do amnioblasto, formando assim a cavidade amnidtica (MIKI & STROM,
2006).

A origem das células do liquido amniético ainda é muito discutivel. A maioria das

células presentes sdo terminalmente diferenciadas e tém limitada capacidade proliferativa
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(GOSDEN & BROCK, 1978; SIEGEL et al., 2007), no entanto alguns estudos demonstraram
a presenca de um subconjunto de células com um potencial proliferativo e de diferenciacéo
(TORICELLI et al, 1993;. STREUBEL et al, 1996).

Durante a gravidez o liquido amniodtico contém principalmente células fetais e
possivelmente células da placenta. Acredita-se que 0 mecanismo responsavel pela producéo e
renovacdo do liquido amnidtico influencie o tipo celular presente na cavidade amniotica. Na
primeira metade da gestacdo, a maior parte do liquido amniético é o resultado do transporte
ativo de sodio e cloreto oriundos da membrana amniotica e pele fetal, devido ao movimento
passivo concomitante de agua (BRACE, 1999). Na segunda metade da gestacdo o fluido vem
da miccdo fetal. Uma fonte adicional importante de liquido amniotico € a secrecdo a partir do
trato respiratério (OLVER & STRANG, 1974; MESCHER et al., 1975). A degluticdo fetal e
excrecdo do trato gastrointestinal, enquanto que ndo volumosa, também desempenham um
papel na composicdo do fluido amnidtico (MULLER et al., 1994). Como resultado da
dindmica de fluidos, as células presentes nas vias urindrias, respiratdrias e gastrointestinal
podem ser expelidas para dentro da cavidade amnidtica (BURGHARD et al., 1987; MULLER
et al., 1994). Todas estas variaveis que desempenham um papel na composi¢do do fluido
amnidtico parecem contribuir para o perfil varidvel do componente celular do fluido
amniotico.

Diferentes metodologias foram usadas para gerar linhagens de células clonais de
hAFSC de populacdo celular heterogénea. O método de imunoselecdo para c-kit (receptor
para o fator de células-tronco) foi demonstrado por DE COPPI et al., (2007). Essas células
representaram cerca de um por cento das células presentes no liquido amniético do segundo
trimestre. Essas células foram denominadas células-tronco do liquido amniético (AFSC). Eles
podem ser cultivadas sem a presenca de feeders, duplicam em 36 horas e possum telémeros
longos, mantém seu estado indiferenciado e de pluripoténcia, possuem clonogenicidade e
estabilidade gendmica. Sendo esta ultima confirmada por caridtipo de série por mais de 250
ou 350 duplicagdes (DE COPPI et al., 2007; DA SACCO et al.,, 2010) ou mais de 20
passagens em cultura (ROUBELAKIS et al, 2011.). Além disso, foi possivel gerar linhagens
clonais destas células, verificadas por marcacdo retroviral, as quais foram capazes de se
diferenciar em linhagens representativas de todas as trés camadas germinativas (DE COPPI et
al., 2007).

Quase todas as linhagens clonais de AFSC expressam Oct-4 e Nanog, marcadores de
um estado pluripotente indiferenciado. As AFSC c-kit + Lin- de humano e camundongos

apresentaram um potencial de multi-linhagem hematopoiética in vitro e in vivo, apesar de ter
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baixa ou auséncia de expressdo de CD34 (DITADI et al., 2009). As linhagens humanas de
AFSC c-kit-positivas podem formar corpos embridides em 18-82% dos casos. A formagéo de
corpo embridide foi acompanhada por uma diminuicdo na expressao de Oct-4 e nodal e a
inducdo de marcadores de diferenciacdo, tais como Pax 6, nestina (ectodérmica), GATA 4 e
HBE1 (mesodérmica) (VALLI et al., 2010).

Outra técnica descrita para o isolamento das AFSCs é o método de isolamento
mecanico descrito por, PHERMTHAI & ANAGOU (2010), o qual ndo utiliza nenhuma
substancia xeno-imunoldgica, permitindo o desenvolvimento de técnicas futuras de um
sistema de producgdo de células livre de substancias xen6genas. A técnica inicia pela selegéo
de MSCs aderentes oriundas de uma cultura priméria de células do liquido amnidtico. Uma
célula individual selecionada é chamada de célula de partida ou precursora e € utilizada como
iniciante para a geracdo de uma linhagem celular clonal de AFSC.

Uma variedade de diferentes tipos de MSCs do liquido amni6tico foram isolados e
caracterizados. Estas linhagens celulares sdo amplamente multipotentes com caracteristicas
intermediarias entre as ESCs e CTAs. Assim, estas células-tronco exibem tipicos marcadores
de células mesenquimais estromais, tais como CD 29, CD 90, CD 166, CD 73, CD 105, CD
44 (TSAI et al., 2006; DE COPPI et al., 2007; DA SACCO et al., 2010) e sdo negativos para
os marcadores de superficie hematopoiética CD 45, CD 34 e CD 14 ( PRUSA &
HENGSTSCHLAGER, 2002; PRUSA et al., 2003; TSAI et al., 2004; ROUBELAKIS et al.,
2007) e também tém caracteristicas de células-tronco multipotenciais, como demonstrado pela
expressao de marcadores embrionarios, incluindo Oct-4 e SSEA-4 (PRUSA et al., 2003; DE
COPPI et al., 2007). A caracterizacdo de marcadores de superficie das AFSC revelou alta
expressao de histocompatibilidade principal (MHC) de Classe | e auséncia de MHC de Classe
Il ou moléculas co-estimulatérias (CD80, CD86, CD40) consistente com relatos anteriores
(DE COPPI et al., 2007). Isso indica que as AFSC, assim como as MSCs, provavelmente ndo
ativam respostas de rejeicdo em hospedeiros alogénicos. Os marcadores de superficie
observados para as AFSC ndo sdo consistentes entre os relatérios de diferentes grupos.
Enquanto alguns laboratorios descobriram que as AFSC sdo negativas para CD117 (TSAI et
al., 2004; CHIAVEGATO et al., 2007), outro grupo foi capaz de isolar as AFSC expressando
CD117 por imunoselecéo utilizando microesferas magnéticas (DE COPPI et al., 2007). Uma
vez que existem diferentes relatos sobre o perfil de expressdo das AFSCs, existe a necessidade
de uma investigagdo mais profunda para caracterizar melhor essa nova fonte de células-
tronco.

Apesar da sua alta taxa proliferativa, estas celulas apresentam um caridtipo normal
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quando expandidas in vitro e ndo formam tumores in vivo (DE COPPI et al., 2007,
SESSAREGO et al., 2008), mesmo 7 meses apés o transplante (CARRARO et al., 2008).

Diferenciacdo das AF-MSC

Uma grande subpopulacdo apresenta comprometimento para diferenciagdo em linhas
germinativas definidas, variando de progenitores inespecificos a tipos celulares maduros
diferenciados. As AFSCs sdo caracterizadas pelo potencial de diferenciacdo ao longo de todas
as trés camadas germinativas incluindo hepatocitos, ostedcitos, condrécitos, adipocitos
(KOLAMBKAR et al., 2007, DE COPPI et al., 2007; NADRI & SOLEIMANI, 2007), da
linhagem neuronal (TSAI et al., 2004) e renal (PERIN et al., 2007).

PERIN et al. (2007) identificaram uma populacdo CD24+0OB-cadherin+ expressando
marcadores com caracteristicas especificas renais (PAX-2, LIM-1, nephrin, PDGFRA, TRKA,
E-cadherin, CD24 e OB-cadherin), incluindo precursores de poddcitos, de células epiteliais
tubulares e células mesangiais. A presenca de células progenitoras especificas renais, em
especial os percursores de podocitos no liquido amnidtico humano pode representar uma nova
fonte valiosa de células para terapias regenerativas que sdo potencialmente aplicaveis a uma

ampla gama de doencas renais.

Manipulagdo genética das células-tronco

Duas estratégias principais estdo disponiveis para a transferéncia de genes para os
tecidos: transferéncia genética direta in vivo, a qual realiza a transferéncia de genes de fatores
de crescimento diretamente no DNA de células do meio ambiente lesionado por injecdo direta
de DNA de plasmideos ou usando técnicas inovadoras, tais como biolistica, na qual o vetor
plasmidial é aderido a microesferas de ouro e expelido de um sistema de ar comprimido pelo
tecido por bombardeamento de microparticulas de gene por pistola de genes (DI PEPPE et al.,
2002) ou microsemeadura (AILAWADI et al., 2002); a outra abordagem é a transferéncia de
genes ex vivo pelo transplante de culturas de células transgénicas para o 6rgdo-alvo. Apos a
cultura destas células por varias passagens, elas podem ser 'transduzidas' utilizando-se vetores
virais contendo o alvo de DNA de plasmideo, ou podem ser transfectadas utilizando-se
estratégias de vetores ndo virais tais como as técnicas de lipoplexdo, recombinacdo homologa
ou eletroporacao (TAUB et al., 1998; SUPP et al., 2002). A vantagem das estratégias ex vivo é
0 impacto sinérgico do substrato celular cultivado e os fatores de crescimento expressos sobre

0 microambiente lesionado.
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Tem sido sugerido que as MSCs podem ser utilizadas como veiculos para terapia
génica devido a sua alta quimiotaxia para as areas de lesdo (CHEN et al., 2001, 2003). Para
aplicacdes clinicas, as células transplantadas podem ser utilizadas tanto para reparar, substituir
ou regenerar o tecido danificado / 6rgéos; expressar enzimas ou genes para repor ou superar a
deficiéncia; ou como sistemas de distribuicdo de drogas ou genes. No entanto as CTAs tém
um potencial de regeneracdo limitada e, como consequéncia a sua utilizacdo para a terapia
génica e celular é limitada. A transducao e expressdo de dois diferentes genes marcadores ou
reporteres, lacZ e eGFP, tém sido demonstrada sem que haja evidéncia de efeito sobre o
fendtipo das hAFSC e seu potencial de diferenciacdo (GRISAFI et al., 2008). Em particular,
num estado indiferenciado, as hAFSC continuaram a expressar ambos 0s transgenes, bem
como 0s marcadores multipotenciais tipicos, tais como Oct4 e SSEA4. Quando cultivados em
regimes de diferenciacdo, as células transduzidas podem ainda diferenciar-se em ostedcitos e

adipdcitos que expressam os genes especificos de cada linhagem.

\etores virais para transferéncia genetica

Os virus sdo veiculos eficazes para infectar células, introduzir material genético dentro
do genoma do hospedeiro e forcar a célula a replicar o genoma viral a fim de produzir novas
particulas virais. Os virus podem ser desenhados geneticamente em vetores virais que nao
repliquem mais, mas que mantenham a capacidade de infectar e introduzir genes dentro da
célula. Por excluséo de partes do genoma viral e substituindo-os pelos genes de interesse, a
aplicacdo do vetor vai resultar em uma Unica infeccdo sem replicacdo na célula hospedeira. A
concepcdo geral de vetores virais baseia-se na separagéo fisica em diferentes plasmideos dos
elementos cis envolvidos na transferéncia do genoma do vector a partir de elementos de acédo
trans que codificam as proteinas virais (estrutural). Estes plasmideos transportam o0s
componentes necessarios para montar uma particula de vetor durante a producgdo de vetor em
celulas produtoras. Os vetores virais podem ser utilizados tanto para a superexpressdo quanto
para o silenciamento de determinados genes. O transgene codificado pelo vetor pode ser uma
proteina reporter para visualizacdo das células marcadas por técnicas de imaginologia
imunohistoquimicos ou ndo-invasiva, tais como a bioluminescéncia, técnicas de medicina
nuclear ou ressonancia magnética (DEROQOSE et al., 2009). Para tratamentos com terapia
génica, a proteina expressa pode ser uma proteina relacionada com a doenca tratada, com o
objetivo de modular uma afeccédo patoldgica (KIRIK et al., 2003) ou uma proteina terapéutica.
Varios sistemas de vetores baseados em varios virus tém sido desenvolvidos. A escolha do

sistema de vetor depende do tamanho do gene de interesse, a duracdo desejada da expressao
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do gene, a célula-alvo e problemas de seguranca bioldgica .

Para gerar a AFSC modificada é essencial utilizar uma plataforma de vetores com a
capacidade de transduzi-las com alta eficiéncia. Os adenovirus recombinantes sdo 0s vetores
mais interessantes: eles sdo relativamente faceis de construir, podem ser produzidos em
elevada titulagdo e atingir elevada eficiéncia de transducgdo tanto em células proliferativas
como ndo-proliferativas. No entanto, os adenovirus ndo integram no DNA celular e a
aplicacdo de altos titulos usados muitas vezes provocou reacfes imunoldgicas em ensaios
clinicos (WONG & CHIU, 2011). A transducdo com este vetor viral tem sido utilizada em
ESC e CTA de murinos e de humanos (MIZUGUCHI et al., 2005; KAWABATA et al., 2006;
ZACHOS et al., 2006; YUE et al., 2008).

Além dos vetores de adenovirus, os vetores lentivirais (VL) representam um sistema
altamente eficiente de transducdo para as células-tronco. Os lentivirus podem transferir uma
quantidade significante de material genético dentro do DNA da célula hospedeira, por isso,
eles sdo um dos métodos mais eficientes de transferéncia genéticas por vetor. Os virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) sdo alguns exemplos de lentivirus. A transferéncia génica
baseada em vetores lentivirais permite o carregamento e integracdo de um material genético
exogeno ao genoma de uma célula alvo, o que permite a expressao estavel do transgene tanto
in vitro quanto in vivo (BOKER et al., 2008; MEYERROSE et al., 2008; WONG & CHIU,
2011).

Vetores lentivirais

Os VLs sao derivados de lentivirus, uma familia de retrovirus complexos que tém a
capacidade de se replicar em células que ndo se dividem, em oposicdo a retrovirus simples.
Vaérios estudos tém mostrado que os VLs derivados de HIV-1 séo de fato capazes de uma
estavel e eficiente expressdo do transgene in vivo, sem inducdo de resposta imune
significativa (NALDINI et al., 1996; BAEKELANDT et al., 2002).

O prototipo do lentivirus é o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), que
tem um diametro de 110 nm. O genoma tem trés grandes regides codificantes em comum com
0s retrovirus simples (gag, pol e env), ladeado por duas repeticdes terminais longas (LTR).
Gag codifica a proteina da matriz estrutural do nucleo, do capsideo e nucleocapsideo, pol
codifica as enzimas virais (protease, transcriptase reversa (RT) e integrase) e env codifica os

componentes da glicoproteina do envelope viral. Aléem disso, retrovirus complexos contém
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seis genes acessorios (tat, rev, vpr, vpu, vif e nef) que codificam proteinas reguladoras
adicionais. Estes genes acessorios ndo sdo essenciais para a replicacdo viral em cultura de

células, mas sim determinar a patogenicidade da infeccdo viral in vivo.

Desenho de vetores virais

A primeira geracdo de VLs derivados de HIV-1 foi desenvolvida em 1996 por
NALDINI et al. (1996) e produzidos por transfeccdo tripla de células 293T (linhagem de
células de rim embrionario humano) com trés diferentes plasmideos, proporcionando 0s
elementos cis e trans necessarios para a producdo de particulas de vetor. O primeiro
plasmideo, o de empacotamento, codifica proteinas virais estruturais a partir de gag e pol de
enzimas sob o controle de um promotor constitutivo. Por razdes de seguranca bioldgica, o
sinal de empacotamento () e o gene env foram excluidos. O plasmideo de envelope
codifica a glicoproteina do envelope do virus da estomatite vesicular (VSV-G). O envelope de
VSV-G assegura uma melhor estabilidade da particula em relagcdo ao vetor de virus com
envelope de HIV. O terceiro plasmideo, o de transferéncia, codifica o transgene de interesse
sob o controle de um promotor heter6logo. Ele contém sequencias de acdo cis necessarias
para a encapsidacdo, transcricdo reversa e integracdo realizado por duas repeticdes terminais
longas (LTR). Os LTRs sdo necessarios para a integracdo do DNA proviral mediada pela
integrase viral, além de possuir um promotor para a sua transcricdo. Apos a transfeccao tripla,
as particulas de vetor produzidos pelas células 293T sdo liberados no meio, purificados e

concentrados.

Bioseguranca dos vetores lentivirais

Os VLs derivados do HIV-1 podem levar a preocupacfes em relacdo a biosseguranca
devido a patogenicidade bem conhecida desse virus. Uma questdo importante é a ocorréncia
potencial de retrovirus de replicacdo competente, que pode, teoricamente, ser gerado durante a
producdo de vetor por recombinacdo homdloga. Um grande esforco tem sido empreendido
para melhorar a biosseguranca de VLs. Além da delecdo do gene acessorio no plasmideo de
transferéncia, reduzindo ou eliminando a patogenicidade de HIV-1, VLs mais seguros tém
sido desenvolvidos através da divisdo da sequéncia de agéo cis e trans em dois plasmideos e a
delecdo do promotor e de elementos potenciadores no vetor de transferéncia propriamente

dito. Isso reduz a probabilidade de recombinagdo homologa.
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MATERIAL E METODOS

1 isolamento das células mesenguimais estromais derivadas do liquido amniotico

1.1 Isolamento inicial das hAFSc por selecdo mecénica

Cinco a dez mililitros de 24 amostras independentes de liquido amnidtico foram
obtidas a partir de mulheres gravidas com 15-22 semanas de gestacdo, submetidas a
amniocentese para deteccdo de alteraces genéticas, tais como a sindrome de Down. O
Comité de Etica da UZ Leuven aprovou este protocolo de estudo.

No prazo maximo de até 2 horas, sendo mantidas a 37° C, as células foram passadas
através de um filtro celular de 40um (BD Falcon), para filtrar células epiteliais escamosas, e
subsequentemente as outras células e os detritos celulares foram isoladas do liquido amniético
por meio de centrifugacdo a 200x g durante 5 min. O sobrenadante foi removido e o
sedimento celular foi ressuspenso em meio de crescimento consistindo em a-MEM®, 15% de
soro fetal bovino?, 1% de L-glutamina®, 1% de penicilina / estreptomicina* e 18% Chang B e
2% Chang C°. As células foram expandidas em uma placa Petri por meio de incubacdo em

camara com 5% de CO,, umidificada e a 37° C.

1.2 Selecao por C-Kit

O meio de crescimento foi substituido com novo meio depois de quatro dias, quando
as primeiras células aderidas puderam ser identificadas. O meio de cultivo era trocado a cada
quatro dias até que as células tornaram-se confluentes. Depois disso, a imunoselecdo para c-
Kit foi realizada utilizando-se um kit de triagem magnética celular para CD117 de acordo com
as instrucdes do fabricante. Resumidamente as células recém tripsinizadas em suspensdo
unicelular foram incubadas com um anticorpo monoclonal anti-CD117 rato anti-humano
diretamente conjugado com microesferas magnéticas®. As células CD117-positivas foram
purificadas por incubagdo num aparelho Mini-MACS’ seguido por um passo de lavagem e

procedimento de eluicdo. As células selecionadas foram subcultivadas rotineiramente a uma

! GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium.

2 GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium.

¥ GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium.

*GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium.

® Irvine Scientific, Wicklow, Ireland

® CD-117 MicroBead Kit humano, MACS, Miltenyi Biotec, Leiden, The Netherlands.
" MACS. Miltenyi Biotec, Leiden, The Netherlands.
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diluicdo de 1:4 a 1:8. Nao permitiu-se que as células atingissem confluéncia superior a 70%,
sendo expandidas sempre que necessario para posterior analise.

1.3 Selecdo mecanica

Para identificar as “células de partidas”, selecionaram-se sob a luz de um microscopio
invertido, as colbnias primarias aderidas a placa com aspecto fibroblastoide. As células
individuais foram detectadas, identificadas e cultivadas, subsequentemente para formar as
colénias de hAFSC. Para evitar a confluéncia de col6nias vizinhas, as células que crescessem
muito proximas umas das outras foram mecanicamente removidas, sendo 0 meio de cultivo
removido em seguida. A cultura foi mantida na placa de cultura primaria durante 48 horas. Em
seguida, cada coldnia celular foi separada mecanicamente por meio de aspiracéo utilizando-se
uma ponteira de 20 microlitros, sob visualizacdo em microscépio invertido. As células
aspiradas foram ressemeadas em um pogo individual de uma placa de 96 pogos. A cultura foi
mantida em incubadora com 5% de CO2, sob umidifcacdo e a 37° C. Quando uma cultura de
células clonal atingiu a confluéncia de 70% na area de cultivo, foi realizada repicagem por
tripsinizacao e replaqueamento em uma placa de 24 pocos e depois em uma placa de 6 pocos
e, finalmente, mudou-se para uma placa de Petri de 10 centimetros (Figura 1). As células

foram expandidas até a confluéncia de 70% e, em seguida, rotineiramente subcultivadas com

:=‘=>
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Figura 1. Figura representativa do isolamento mecanico das coldnias de células mesenquimais estromais
derivadas do liquido amni6tico humano.
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2 Caracterizacao das células mesenquimais estromais derivadas do liquido amnigtico

2.1 Citometria de Fluxo (FACS)

As hAFSC foram caracterizadas por andlise de citometria de fluxo na passagem 4.
Para isso, 100.000 células foram colhidas e ressuspensas em 1 mL de meio de coloracéo (PBS
+ BSA a 1%) em um tubo de FACS e centrifugadas a 300xg durante 5 min. As células foram
subsequentemente incubadas com anticorpos conjugados com FITC ou PE- contra o0s
diferentes marcadores CD® (Tabela 1) durante 30 min a 4-6 ° C. Ap6s a lavagem, as células
coradas foram analisadas utilizando um citdmetro de fluxo®, utilizando o software da Quest

celular. Em seguida os dados foram calculados utilizando o software FlowJo™.

Tabela 1: Anticorpos monoclonais usados nas células cultivadas para realizagéo de imunofenotipagem

Marcadores positivos PE camundongo anti humano CD117

FITC camundongo anti humano CD24

FITC camundongo anti humano CD90

PE camundongo anti humano CD44

PE camundongo anti humano CD105

PE camundongo anti humano CD73

FITC camundongo anti humano CD29 (Acris)
FITC camundongo anti humano HLA-a/b/c

Marcadores Negativos PE camundongo anti humano HLA-DR
PE camundongo anti humano CD34
PE camundongo anti humano CD45

2.2 Ensaio de diferenciacao

As células foram analisadas quanto a sua capacidade para se diferenciarem em
linhagem osteogénica, adipogénica e condrogénica nas diferentes semanas de gestacdo nas
quais foram isoladas. A diferenciacdo foi realizada em uma monocamada. As células foram
plaqueadas a uma densidade de 15.000 células / poco em uma camara de LabTec', e
cultivadas a 37 °© C em uma atmosfera imida (5% CO2) por diferentes periodos de tempo e

meios de diferenciagéo especificos.

® BD Bioscience, Becton, Dickinson and Company, Belgium.
% BD Bioscience, Becton, Dickinson and Company, Belgium.
1% Tree Star, Ashland, OR, USA

' Nunc; Rochester, NY, USA
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Diferenciacéo osteogénica

A diferenciacdo osteogénica foi induzida em cultura de AFSC passagem 5-8 em
confluéncia de 70%, durante 4 semanas em meio osteogénico (MO). O MO consistiu no meio
de diferenciacio osteogénica disponivel comercialmente®® e foi usado de acordo com as
instrucGes do fabricante. A diferenciacdo osteogénica das células foi avaliada por coloragédo de
vermelho de alizarina na deposicao extracelular de matriz calcificada (ECM).

Diferenciacéo adipogénica

Para induzir a diferenciacdo adipogénica, as AFSC de passagem 5-8 em cultura foram
cultivados a 100% de confluéncia e, subsequentemente, diferenciados com meio de
diferenciacdo adipogénica durante 21 dias em camara com 5% CO2 a 37 ° C. O meio foi
composto por 10% de FBS, 10° M de dexametasona, 0,2 mM de vitamina C e 10 mM -
glicerofosfato em DMEM com alta glucose™®. A diferenciacdo na linhagem adipogénica foi

determinada por coloracdo Oil Red O.

Diferenciacédo condrogénica

Para induzir a diferenciacdo condrogénica, as células de passagem 5-8 foram
cultivadas em alta densidade em massa pellet. Semearam-se 20 pl de suspensédo em pellet
(400.000 células ressuspensas em PBS) em pocos individuais de uma placa de 24 pogos. As
células foram deixadas sem meio durante trés horas a 37 °© C em incubadora a 5% CO2 para
que aderissem ao plastico e entdo cultivadas durante 24 horas em meio de crescimento. No dia
seguinte, o meio foi substituido pelo meio de diferenciacdo condrogénica, o qual consistiu de
meio disponivel comercialmente™ e foi usado de acordo com as instrucdes do fabricante. A

diferenciacdo condrogénica foi determinada por coloracdo com azul Alciano.

Extracdo de corantes das coloracdes de diferenciacdo osteogénica e condrogénica
Realizou-se a extracdo dos corantes apenas nas linhagens isoladas mecanicamente.

Azul alciano: Apos finalizar o protocolo de diferenciagdo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e fixadas com metanol a -20°C por 1 minuto e lavadas com agua destilada. Em

seguida, incubaram-se em solucdo de azul Alciano em 1N HCI pH 0,2 durante a noite. Apds

2 GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium
3 GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium
¥GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium
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varias lavagens em agua destilada, adicionaram-se 6M de guanidina HCL em agua MilliQ,
pH5,8, por 5 horas em temperatura ambiente. A placa foi lida em densidade éptica de 620 nm.

Vermelho de alizarina : Apos finalizar o protocolo de diferenciagdo em placas de 96 pocgos, as

células foram lavadas duas vezes com PBS. Apds adicionaram-se 800 ul de acido acético a
10% em cada poco e deixou-se em temperatura ambiente em agitador por 10 minutos. Apos
raspou-se a monocamada com a ponteira de 200 microlitros e transferiu-se para um tubo de
polipropileno do tipo eppendorf com &cido acético a 10%. A solugdo foi ressuspensa em
vortex por 30 segundos e adicionaram-se 500 pl de 6leo mineral e aqueceu-se o tubo a 85°C
por 10 minutos. Em seguida o tubo foi transferido para o gelo, onde permaneceu por 5
minutos e centrifugado a 20.000 g por 15 minutos. ApOs removeram-se 500 pl de
sobrenadante e a solucdo foi transferida para um novo tubo e adicionaram-se 200 pl de
hidréxido de aménia e prepararam-se aliquotas de 150 ul para realizar a leitura em triplicada.

Mensurou-se em densidade optica de 405 nm.

2.3 Isolamento de RNA para quantificacdo de OCT-4 usando PCR em tempo real
quantitativo

O RNA de cada clone foi extraido utilizando-se o reagente Tri Pure™ de acordo com
as instrucdes do fabricante. O DNA foi sintetizado a partir de 1 pug de RNA usando o reagente
para transcricdo reversa Taq Man®® de acordo com as instrucdes do fabricante. O kit
SuperScript ™ III Platinum ® SYBR ® Green One-Step qRT-PCR com ROX'’ foi utilizado
para detectar a expresséio de Oct4 em amostras de AFSC (FW: 5'-
GATGGCGTACTGTGGGCCC-3 'RV: 5-TGGGACTCCTCCGGGTTTTG-3) e 0 gene
GAPDH (FW: 5'-CAATGCCAGCCCCAGCGTCA-3' 'RV: 5'-
GCCTTCCGTGTCCCCACTGC-3) foi utilizado como gene de controle para normalizar os
niveis de mMRNA. O RNA extraido de hESC linha H9 e CT endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC) foram obtidas a partir do Stem Cell Institute of Leuven (SCIL) e foram

utilizado como controle positivo e negativo, respectivamente.

15 Roche Diagnostic, Vilvoorde, Belgium.
16 Applied Biosytem, Belgium.
7 GIBCO ® Invitrogen, Gent, Belgium.
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3 Manipulacao das células mesenquimais estromais derivadas do liguido amnidtico

3.1 Transducao com vetores lentivirais (VL) expressando genes terapéuticos e reporteres

Para testar a funcionalidade de diferentes promotores nas hAFSC, utilizaram-se
vetores lentivirais codificando eGFP sob controle dos promotores citomegalovirus (CMV),
Chimeric Chicken-Beta-Actin (CBA), virus formador de foco esplénico (SFFV) e CypA. A
fim de selecionar as AFSCs transduzidas, uma tecnologia baseada em imunoselecéo de CD34
foi utilizada. Uma transferéncia bicistronica lentiviral de plasmideo foi construida pela equipe
de Vetores virais de Leuven, codificando eGFP e uma forma truncada da proteina
transmembrana CD34 (tCD34), separadas por uma sequéncia peptidica 2A e sob o controle do
promotor SFFV. Esse gene reporter foi convertido nos dois genes VEGF e HGF para o0 uso
terapéutico. A sequéncia cDNA de VEGF e HGF foram amplificados por PCR usando como
molde p-hVEGF e h HGF (HsCD00022276 e HsCD0005103, fornecido pelo banco de dados
de plasmideo de Harvard, Mass, EUA). Para isso, utilizou-se primers VEGF sense (5'-
AAAATCTAGAATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCATTGG-3"), VEGF anti-sense (5 '-
GCAGATGTGACAAGCCGAGGCGGTGACTCGAGAAAA-3), HGF  sense (5'-
AAAATCTAGAATGTGGGTGACCAAACTCCTGCCA-3) e HGF anti-sense (5-
TTTTGTCGACCTATGACTGTGGTACCTTATATGTTA-3"). Os produtos amplificados
foram digeridos com enzimas restritivas Xbal e Xhol para VEGF e Xbal e Sall para HGF, e
ainda subclonados direcionalmente Xbal-Xhol ou Xbal-Sall do plasmideo de transferéncia
pSFFV-EGFP-T2A-tCD34, obtendo-se pSFFV-VEGF-T2A-tCD34 ou pSFFV-HGF-T2A-
tCD34 (Figura 2). A construcdo obtida foi sequenciada para assegurar uma correta sequéncia
de DNA (Tabela 2). O altimo plasmideo de transferéncia genética utilizado nesse estudo

codifica a B-galactosidase localizada no nucleo, sob o controle de promotor CBA.
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Figura 2: Construcdes dos plasmideos usados expressando eGFP, VEGF e HGF, tendo como gene de selecéo a
forma truncada CD34 e tendo como promotor o SFFV. Sendo LTR, long terminal repeat; RRE, rev response
element e IRES, internalribosome entry site.

Para as experiéncias de transducdo, semeou-se 10000 células por po¢o em uma placa
de 96 pocos de uma linhagem de hAFSC fortemente positivas para CD24 e CD117. No dia
seguinte, as células foram transduzidas com preparacOes de vetores lentivirais diluidas em
série, em meio Chang. Ap6s 24 horas de incubacdo, os vetores foram removidos e 0 meio foi
substituido por novo meio Chang sem vetores. As células foram passadas (1 para 3) por pelo

menos 4 vezes para excluir pseudo-transdugéo.

Tabela 2: Primers usados para o sequenciamento de HGF e VEGF:

HGF sense:5’-CTCCTGCATCTCCTCCTGCTCC-3’
5’-GTCAGCCCTGGAGTTCCATGATA-3’
5’-GATATCCCGACAAGGGCTTTGAT-3’

VEGF sense: 5’-TTGCTGCTCTACCTCCACCATG-3’
antisense: 5>-CTCGGCTTGTCACATCTGCAAGTA-3’

4 Caracterizacdo e avaliacdo da eficiéncia da transducao das células manipuladas

4.1 ldentificacdo e imunosele¢do de celulas transduzidas
As células tranduzidas com eGFP-tCD34, VEGF-tCD34 e HGF-tCD34 foram
identificadas por analise de citometria de fluxo utilizando-se como marcador o anticorpo PE
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rato anti-humano CD34"®. Para isolar as células CD34 positivas, a imunoselecio foi realizada
utilizando um kit magnético de triagem para CD34™ . A fracdo de células obtidas CD34
positiva foi semeada em placas de Petri e expandiu-se em diversas passagens para posterior

analise.

4.2 Detecéo da expressdo do transgene usando-se imunofluorescéncia ou coloragdo X-
gal

As hAFSCs (10.000 células por pogo) foram plagueadas em LabTek pelo periodo
minimo de 16 horas. No inicio do procedimento foram fixadas e permeabilizadas em solugédo
de paraformaldeido a 2% com etanol a 50% durante 1 min a temperatura ambiente. Os sitios
de ligacéo inespecifica foram bloqueados com soro de burro® a 10% em PBS durante 20 min.
Em seguida as células foram incubadas com anticorpo primario policlonal de coelho VEGF %
ou com policlonal de cabra HGF? na concentrac&o de 1:500 em PBS, a 4 ° C, durante a noite.
Apos trés lavagens com PBS durante 5 min, as placas foram incubadas durante 1 h com
anticorpo secundario (rato anticoelho Alexa 488 ou de burro anticabra Alexa 488, a uma
concentracdo de 1:500 em PBS). Depois disso, as laminas foram montadas com Hoechst
1:1000 em meio Mowiol. A expressdo de VEGF e HGF foi analisada por microscopia

confocal?®.

As AFSC LacZ positivas foram identificadas através de coloracdo histoquimica por

X-gal**

. As células foram fixadas em formaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% durante 2 min e
subsequentemente incubadas durante a noite a 37°C com solu¢do X-gal, o que resulta em um
precipitado insoltvel azul. As células foram contrastadas com paracarmina e montadas em

Mowiol.

4.3 Deteccdo da expressao do transgene usando ELISA

Para detectar a concentracdo extracelular de proteina VEGF no meio de cultura,
realizou-se o teste ELISA. As AFSC transduzidas com pSFFV-EGFP-T2A-tCD34 (controle)
ou pSFFV-VEGF-T2A-tCD34 foram semeadas a uma densidade de 10* células por cm? de
uma placa de 6 pogos e cultivadas em DMEM com 5% de FBS a 37 ° C em incubadora com

'8 BD Bioscience, Becton, Dickinson and Company, Belgium

19 D34 Kit humano, MACS, Miltenyi Biotec, Leiden, The Netherlands

% Dako, Heverlee, Belgium

1 \VEGF A-20 SC-125, Santa Cruz Biotechnology, USA

22 AF-294-NA, R&D system, Belgium

2 LSM 510 um, Zeiss, Zaventen, Belgium.

24 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-galactopyranoside #745-740— Boehringer Mannheim, Belgium
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5% de CO2 até chegar a 70-80% de confluéncia. Apds fixacdo durante a noite, 0 meio foi
substituido e as células foram cultivadas durante mais 24h antes de o meio ter sido recolhido
para andlise. O sobrenadante foi diluido em 1:10 em tampao de revestimento (50 mM pH
Na2CO3 pH 9,6) e foi adicionado aos po¢os de uma placa de ELISA para incubacdo durante a
noite a 4 ° C. Apds, o meio foi removido e lavado com solucdo PBS/Tween 0,1% e a placa foi
incubada durante 1 h & temperatura ambiente com solugdo de bloqueio (1% de BSA em PBS)
e mantida em agitador. Apds lavagem em PBS + 0,1% de Tween, a placa foi incubada durante
1 h & temperatura ambiente com o anticorpo priméario VEGF?* na concentracio de 0,01 pg /
poco. Apés, o anticorpo secundério biotinilado suino anti 1gG de coelho® diluido na
concentragdo 1:1000 em PBS-1% BSA foi deixado reagir a temperatura ambiente durante 1
hora e incubado com streptavidina-HRP? diluido na concentragdo de 1:1000 em PBS/ 0,1%
BSA por 30 min. A placa foi lavada usando PBS+Tween 0,1% (5 vezes) e incubada com
solucdo de TMB Ultra?” durante 20 min em camara escura. A reacéo foi interrompida com
solugéo de 2M H2SO4 e em seguida mensurou-se a absorbancia (450-540 nm) da placa em
leitor de ELISA?,

4.4 Expressdo de VEGF e HGF por PCR em tempo real

O RNA de células transduzidas foi extraido utilizando-se o reagente Tri Pure™ de
acordo com as instrucdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 ug de RNA
usando o reagente para transcricdo reversa Tag Man®® de acordo com as instrucdes do
fabricante. O aparelho ABI Prism 7000%° foi utilizado para avaliar a reacdo. O kit SuperScript
™ ][ Platinum ® SYBR ® Green One-Step qRT-PCR com ROX'’ foi utilizado para detectar
a expresssio de HGF (FW: 'RV: 5-GCCTTGCAAGTGAATGGAAGTCCT-3' 5
TCCCCATCGCCATCCCCTAT-3) e expressdao do VEGF nas amostras de AFSC (FW: 5'-
ATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGC-3 'RV: 5-TGATTCTGCCCTCCTCCTTCTGC-3)).
Utilizou-se como gene de manutencdo para normalizar os niveis de mRNA o gene GAPDH
(FW: 5'-GCCTTCCGTGTCCCCACTGC-3 'RV: 5-CAATGCCAGCCCCAGCGTCA-3). As
condigdes utilizadas foram de 2 min a 50 ° C, 2 min a 95 ° C, seguido por 40 ciclos de 15
segundos a 95 ° C, 60 segundos a 60 ° C e 1 min a 40 ° C. Os produtos de PCR foram

% E0353, DAKO, Heverlee, Belgium
% DAKO, Heverlee, Belgium

%7 eBioscence, Viena, Austria

%8 Multiskan FC, Thermo Scientific
# Applied Biosystem, Belgium
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separados eletroforeticamente aplicados em um gel de agarose a 2% para confirmar a reagéo e
analisar o tamanho dos fragmentos amplificados.

4.5 Caracterizacao das AFSCs apds manipulacao genética
Aplés a transducdo avaliaram-se eventuais alteragcdes da morfologia, da
imunofenotipagem e do potencial de diferenciacdo nas células transduzidas com VEGF e

HGF, utilizando os mesmos protocolos descritos anteriormente.
5. Estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. Os dados foram
analisados pelo método ndo paramétrico Kruskall-wallis, seguido de pos-teste de Dunn.
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RESULTADOS

1 Isolamento e selecdo das células mesenquimais estromais derivadas do liquido

amniotico

No dia 3 da cultura priméaria das amostras independentes do liquido amniético,
observou-se um pequeno namero (em media 4 a 8) de células isoladas aderidas em areas
distintas da placa Petri. Houve contaminacdo do liquido amnidtico em 3/24 amostras quando

colocadas em cultura.

Imunoselecéo para c-Kit

As células de trés amniocenteses foram submetidas ao protocolo de imunoselecédo para
c-Kit (CD117) como descrito por DE COPPI et al. (2007). N&o foi observada nenhuma
diferenca morfoldgica entre as AFSCs c-Kit" e as cKit . Em ambas havia uma mistura de

células com formato alongado e arredondado (Figura 3)

Figura 3. As células estromais mesenquimais do liquido amnidtico derivadas da Imunoselecdo para c-Kit:
CD117 positivas (A) e (B) e CD 117 negativas (C) e (D).

Selecdo Mecanica ou por “célula de partida”
Realizou-se o isolamento mecénico de linhagens clonais de AFSC em 18 amostras de
liquido amnidtico, sendo 2 a 3 amostras de cada semana gestacional (15 a 22 semanas). A
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derivacdo de linhagem de células clonais usando o protocolo de sele¢do mecénica foi bem
sucedida em 79 dos 104 clones produzidos. Os outros 25 clones pararam de crescer apos
poucas semanas em cultivo.

Apds o plaqueamento do liquido amnidtico, cada col6nia derivou do drescimento de
uma Unica celula; estas células foram denominadas como “células de partida”. Depois de
permitir o crescimento em meio Chang durante 48 h, cada célula de partida formou uma
colbnia, a qual continha, em meédia, cerca de 100-300 células (Figura 4). As células foram
mecanicamente selecionadas a partir de uma coldnia de células com morfologia idéntica.

Selecionaram-se apenas células de col6nias que fossem oriundas de um Unico clone.

Figura 4. Aparéncia das coldnias formadas ap6s plaqueamento do liquido amnidtico e em fase de realizacdo da
selecdo mecénica: col6nia em fase inicial (A) e colénias em fase de transferéncia para a placa de 96 pocos (B, C,
D).

As colbnias foram removidas independentes e ressemeadas em uma placa de cultura
de 24 pogos, sendo denominada de passagem 1. As AFSCs clonais atingiram a confluéncia de
70% (cerca de 30,000-35,000 células) em 3-4 dias ap0Os a primeira semeadura. As AFSCs
puderam ser expandidas até 100 células dentro de uma semana e, subsequentemente,
cultivadas & passagem 2 em um frasco de cultura de 25 cm? e, em seguida, 75 cm? frascos de
cultura. Utilizando-se este método, um milhdo de células a partir de uma populacédo clonal de

AFSCs podem ser derivadas no prazo de duas semanas. ApOs a expansdo, 0s clones
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consistiram de uma populagdo mista onde ambas morfologias alongadas e arredondadas

estavam presentes, mas depois de varias passagens em cultura, o formato alongado tornou-se

mais frequente (Figura 5). As AFSC foram expandidas de 4-40 passagens dependendo da

potencialidade de expanséo e sobrevivéncia dos clones (Figura 6).

Figura 5. Exemplo de diferentes populacdes de hAFSC selecionadas mecanicamente em passagem 4 de cultura.
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Figura 6: Curva de sobrevivéncia dos clones das hAFSCs. A idade gestacional foi descrita em semanas.
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2. Caracterizacdo das AFSCs

Citometria de fluxo (FACS)

Caracteristicas antigénicas da hAFSCs isoladas a partir de todas as amostras de liquido
amniotico, selecionadas tanto imunologicamente como mecanicamente, foram analisadas por
citometria de fluxo. Quase todos os clones foram negativos para 0s marcadores
hematopoiéeticos CD34, CD45 e HLA-DR com duas exce¢des (ambos os clones derivados
mecanicamente). As hAFSC foram positivas para os marcadores mesenquimais CD105, CD73
e CD90, para a molécula de adesdo CD44, CD29 e de HLA-ABC. A expressdo de CD117 foi
baixa em todas as amostras independente da idade gestacional, exceto por um pequeno
aumento na expressao, na semana 19. O CD 24 foi elevada em apenas algumas linhagens. A
imunofenotipagem dos clones celulares isolados mecanicamente esta representada na Figura
7. A anélise da relacdo de volume celular (Forward scatter plot, FSC) e complexidade interna
das células (Side scatter plot, SSC) demonstrou que amostras obtidas por sele¢cdo mecéanica
consistiram numa populacdo mais homogénea do que as das amostras selecionadas para c-Kit
(Figura 8).
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Figura 7. Imunofenotipagem analisados por citometria de fluxo nos 79 clones de células mesenquimais
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Figura 8. Anélise de citometria de fluxo para avaliar o volume celular e a complexidade interna das células
mesenquimais estromais do liquido amniotico humano isoladas por imunoselegéo (A) e mecanicamente (B).

Ensaio de diferenciacdo

As hAFSCs foram cultivadas com meio especifico para diferenciacdo em linhagens
adipogénica e osteogénica usadas em hAFSC selecionadas pelos diferentes métodos, das
semanas 15-22 de gestacdo. Em ambos protocolos, as hAFSCs foram capazes de se
diferenciar nas linhagens adipogénica e osteogénica, determinada por Qil red O (Figura 10) e
vermelho de alizarina (Figura 11). A inducdo da diferenciacdo condrogénica foi realizada
apenas nas amostras selecionadas mecanicamente de 15-20 semanas de gestacdo e resultou

em coloragdes de azul alciano positivas (Figura 12).
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Figura 9. Coloracédo de Oil redO para detectar diferenciacdo adipogénica nas células mesenquimais estromais do

liquido amnidtico humano derivadas de diferentes semanas de gestagdo, objetiva 100X.
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Figura 10. Coloracdo de vermelho de alizarina para detectar diferenciagdo osteogénica nas células
mesenquimais estromais do liquido amni6tico humano derivadas de diferentes semanas de gestagdo, objetiva

100X.
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Figura 11. Coloracdo de azul alciano para detectar diferenciacdo condrogénica nas células mesenquimais
estromais do liquido amniético humano derivadas de diferentes semanas de gestagéo, objetiva 100X.
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Extracao de corantes das colorac6es vermelho de alizarina e azul alciano
Apos diferenciacdo osteogénica, detectou-se um aumento significativo na quantidade
de corante nas amostras com hAFSCs derivadas das amostras de 16 a 22 semanas gestacionais

(Figura 12). E ap0s diferenciacdo condrogénica pode-se detectar um aumento significativo em

amostras de todas as semanas gestacionais avaliadas (Figura 13).
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Figura 12. Extrag8o de corante vermelho de alizarina nas amostras de células mesenquimais estromais do
liquido amnidtico humano de diferentes semanas de gestacdo, induzidas a diferenciagdo osteogénica.
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Figura 13. Extragdo de corante azul alciano nas amostras de células mesenquimais estromais do liquido

amnioético humano de diferentes semanas de gestacdo, induzidas a diferenciacdo condrogénica, grupos separados

em semanas e hAFS sem inducéo de diferenciacdo e células tronco embrionérias (hESC) utilizadas como

controle negativo e positivo, respectivamente.
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PCR em tempo Real quantitativo

Para avaliar a pluripotencialidade das hAFSC foi realizado PCR-RT quantitativo para
detectar a expressao de Oct4, um marcador de células estaminais embrionarias envolvido na
manutencdo da pluripoténcia das células-tronco in vitro e in vivo.

As hAFSC mecanicamente selecionadas foram investigadas para a expressao de Oct-4.
Vinte e trés dos 43 clones - derivados de diferentes idades gestacionais (15, 16, 17, 18 e 19) -
foram testados e 50% eram ligeiramente positivos em relacdo ao controle negativo, uma

linhagem de células de fibroblastos de tumor de ovario (Figura 14) .
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Figura 14: Expressdo de Oct-4 nas células mesenquimais estromais do liquido amniético humano de diferentes
semanas de gestacdo. Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) e células troinco embrionarias
humanas (hESC) foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente.

3. Manipulacdo

Transferéncia genética mediada por lentivirus nas AFSCs

As hAFSC puderam ser convertidas em um sistema de transferéncia de genes
terapéuticos pela manipulagdo genética. Neste estudo utilizou-se uma plataforma de vetor
lentiviral para a introdugdo de genes repOrteres e terapéuticos em diferentes linhagens de

células. Para investigar a eficiéncia de transducdo de vetores lentivirais nas hAFSCs foram
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utilizados os genes reporteres de proteina verde fluorescente (eGFP) e B-galactosidase (lacZ).
Foram investigadas as seguintes variaveis: adi¢do de transducgéo de sulfato de protamina como
potencializador, eficiéncia do promotor, imunoselecao para tCD34 e o efeito da transducéo na
expressao CD das hAFSCs.

Em uma experiéncia inicial a eficiéncia de transducdo de vetores lentivirais das AFSC
foi investigada em condi¢bes normais e sob a adicdo de sulfato de protamina. Este Gltimo
resultou num ligeiro aumento da eficiéncia da transducdo (em média 10%, dados néo
mostrados). A analise de citometria de fluxo para a expressdo de eGFP nas células foi
utilizada como uma medida do resultado.

Em seguida, transduziram-se as hAFSC usando vetores virais sob o controle de
diferentes promotores. Na andlise de citometria de fluxo as unidades transdutoras e a
intensidade médias de fluorescéncia foram utilizadas como medidas de resultados. Todas as
preparaces de vetores foram normalizadas em ELISA p24 (titulos ndo-funcionais). Como
demonstrado na figura 15, o promotor CMV resultou na expressdo mais elevada de eGFP,
seguido pelos promotores SFFV, CypA e CBA.

FORGARELATIVADO PROMOTOR

Intensidade de Fluorescéncia Média
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Figura 15. Forca relativa dos promotores CMV, SFFV, CypA e CBA estdo representadas pela intensidade média
de fluorescéncia de vetores expressando eGFP.

Utilizou-se também um outro gene reporter nas hAFSCs. As celulas que expressaram
LacZ puderam ser facilmente identificadas em secgOes de tecido para deteccdo tecidual em
experiéncias com animais. O lac-Z possui a vantagem de ser mais confiavel, no entanto as
células se tornam inviaveis apos a coloragdo x-gal além de ser mais trabalhoso do que a

deteccdo eGFP, a qual e rapidamente detectada sob a luz de um microscopio de
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imunofluorescéncia. A eficiéncia de transducdo pbde ser realizada pela contagem de células
positivas ap06s a coloragdo por X-gal (Figura 16). Observou-se cerca de 80% de positividade

para Lac-z apo6s transducéo (Figura 17).

Figura 16. Coloracéo de X-Gal para detectar a atividade de p-Galactosidase em células mesenquimais estromais
do liquido amnidtico humano transduzidas com vetor lentiviral expressando o gene reporter Lac-Z.

Para analisar as AFSC transduzidas com eGFP-tCD34, VEGF-tCD34 e HGF-tCD34, a
expressao de eGFP, e de proteina CD34 foram detectadas por coloracdo de
imunofluorescéncia (Figura 21) e citometria de fluxo (Tabela 3), respectivamente. Para
aumentar o numero de células tCD34+ em cultura, um protocolo de imunosele¢do foi
realizado para esse marcador, resultando em um aumento da porcentagem de células
marcadas. O numero de células eGFP-tCD34 aumentou de 46,6 para 93,7% ap0s
imunoselecdo. Apos a transducdo das hAFSC-HGF, obteve-se 19,2% de células positivas para
0 marcador CD34, aumentando para 53% de células positivas apds a imunoselecdo, no
entanto apos algumas semanas em cultivo (p28) houve uma queda novamente para 5,6% de
células CD34+. Ja na linhagem transduzida com VEGF, os valores foram de 58,3%; 80,9% e

92,3%, logo apds a transducdo, pds imunoselecdo e 28 passagens em cultivo, respectivamente.
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Figura 17. Expressdo de GFP em células mesenquimais estromais do liquido amnidtico humano transduzidas

com vetor lentiviral expressando o gene reporter eGFP.

Tabela 3. Imunofenotipagem das células mesenquimais estromais do liquido amniético humano transduzidas em

diferentes tempos em cultura

Marcador Clone hAFSC HGF hAFSC HGF hAFSC VEGF r\]/AEF;S
CD hAFSC pds-transducao(p.14) (p.29) pos-transducao(p.14) (0.29)
CD117 37,2 18,4 1,18 5,05 4,87
CD24 82,4 46,3 9,9 16,3 45,9
CD90 1,54 53,2 11,8 28,8 7,33
CD73 86,9 83,1 95,7 98,3 97,9
HLA-ABC 51,9 80,4 78,4 86,5 90,2
CD44 89,3 86,4 94,7 88,4 97,8
CD29 85,6 90,6 89,1 91,3 47,1
CD105 57,3 70,3 60,7 71,2 96,8
HLA-DR 1,32 6,79 0,7 1,69 1,87

4. Caracterizacao das hAFSC modificadas geneticamente para VEGF e HGF

Para detectar a expressdo de VEGF e HGF nas células transduzidas realizou-se PCR-

RT (expressao de mMRNA), imunofluorescéncia e ELISA (expressdo protéica).

A analise de PCR-RT mostrou que a expressdo de mRNA para VEGF aumentou 121

vezes nas células AFSC-VEGF comparado as AFSCs nédo transduzidas. Ja a expressdo de

MRNA para HGF aumentou 4451 vezes nas hAFSC transduzidas com HGF comparadas as
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ndo transduzidas (Figura 18). O nivel de secrecdo de VEGF no meio de cultura foi mensurado
por ELISA, demonstrando um aumento de 50 vezes nos niveis de VEGF comparado as
hAFSC néo transduzidas (Figura 19).

Para demonstrar a localizacdo intracelular das proteinas VEGF e HGF, realizou-se

imunofluorescéncia, sendo visualizado o aumento da expressdo por microscopio confocal
(Figura 20).

PCR em tempo real
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Figura 18. Confirmagdo da superexpressdo dos genes VEGF (A) e HGF (B) pela analise de PCR em tempo real
das células mesenquimais estromais do liquido amniético humano transduzidas.
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Figura 19. Expressdo protéica de VEGF nas células mesenquimais estromais do liquido amni6tico humano nédo
transduzidas e transduzidas com VEGF.
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Figura 20. Imunofluorescéncia para detectar a expressdo de VEGF nas celulas mesenquimais estromais do
liquido amnidtico humano néo transduzidas (hAFSC) (A) e transduzidas com VEGF-tCD34 (B) e de HGF nas
hAFSC ndo transduzidas (C) e transduzidas com HGF-tCD34 O ntcleo foi contracorado com Hoechst.

Uma vez que a manipulacdo genética de uma linhagem de células pode introduzir
alteracbes morfoldgicas ou funcionais, investigaram-se a morfologia, a expressdo de
moléculas de superficie (CD) e capacidade de diferenciacdo das hAFSC transduzidas.
Morfologicamente as células transduzidas permaneceram uma populacdo homogénea
semelhante a fibroblastos. A analise de citometria de fluxo, demonstrou-se que as células
permaneceram expressando os marcadores mesenquimais CD105 e CD73 e CD90, moléculas
de adesdo CD44, CD29 e HLA-ABC e permaneceram negativas para 0s marcadores
hematopoiéticos CD34, CD45 e para HLA-DR (Figura 21 e 22), no entanto observou-se
ligeira redugédo no tamanho celular das hAFSCs transduzidas com VEGF e um aumento das
células transduzidas com HGF (Figura 23). Todas as células transduzidas mantiveram a sua

capacidade de se diferenciarem em adipocitos, condrécitos e ostedcitos (Figura 24).
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Figura 21. Citometria de fluxo para CD117, CD24, CD90, CD73, HLA-ABC, CD44, CD29, CD105, HLA-DR,
CD 34 e CD 45 das células mesenquimais estromais do liquido amniético humano transduzidas com HGF.
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Figura 22. Citometria de fluxo para CD117, CD24, CD90, CD73, HLA-ABC, CD44, CD29, CD105, HLA-
DR, CD 34 e CD 45 das células mesenquimais estromais do liquido amniético humano transduzidas com

VEGF.
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Figura 23. Analise de citometria de fluxo para avaliar o volume celular e a complexidade interna das células
mesenquimais estromais do liquido amniético humano (A) e ap6s transducdo com VEGF (B) e HGF (C).
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Figura 24. Diferenciacdo das células mesenquimais estromais do liquido amnidtico humano transduzidas com
VEGF e HGF em linhagens adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas.

Houve um aumento na extracdo de corante vermelho de alizarina (Figura 25) nas
hAFSC transduzidas com VEGF apds protocolo de diferenciacdo. Na anélise de extragdo do
corante azul alciano observou-se um aumento na intensidade tanto das hAFSCs transduzidas
com VEGF quanto HGF, sendo as hAFSCs-VEGF téo intensas quanto as ESC (Figura 26).
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Figura 25. Extragdo de corante vermelho de alizarina nas amostras das células mesenquimais estromais do
liquido amnidtico humano transduzidas com VEGF e HGF, induzidas a diferencia¢do osteogénica.
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Figura 26. Extragdo de corante azul alciano nas amostras das células mesenquimais estromais do liquido
amniodtico humano transduzidas com VEGF e HGF e nas células tronco embrionarias, induzidas a diferenciacéo

condrogénica.
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3. CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Lesdo renal aguda

A lesdo renal aguda (LRA) é uma sindrome em que ocorre o0 rapido declinio da
filtragdo glomerular caracterizada pelo aumento da creatinina sérica, inabilidade de
manutencdo ou regulagdo de fluidos, eletrolitos e do equilibrio &cido-base. A LRA pode ser
tanto causada ou induzida por uma toxinas, como por isquemia. Essa lesdo pode ser
reversivel, no entanto frequentemente leva a faléncia sistémica de érgdos (MORIGI et al.,
2004; TOGEL et al., 2005) e a fibrose intersticial (HUNPHREYS & BONVENTRE, 2008). A
incidéncia de insuficiéncia renal em estagio final esta aumentando em todo o mundo (PORT
et al., 2000). Dessa forma, necessita-se de uma nova estratégia terapéutica para um tratamento
mais efetivo com o intuito de evitar a fibrose e o desenvolvimento de insuficiéncia renal
cronica.

O tratamento clinico da lesdo renal aguda tem melhorado significantemente nos
ultimos anos, mas ndo existe ainda uma terapia especifica efetiva, a qual permaneca a funcéo
das células epiteliais tubulares (BONVENTRE, 2003) e nao forme fibrose tubulo intersticial,
evitando a doenca renal cronica (BUSSOLATI et al.,, 2009). Apesar do entendimento
sofisticado da epidemiologia e patologia da LRA, estratégias preventivas atuais Sao
inadequadas e as opcdes de tratamento, além da terapia de reposicéo renal, sdo inexistentes
(WAIKAR ET AL., 2008).

O rim é um 0rgéo altamente complexo, composto por cerca de 24 tipos celulares em
diferentes compartimentos (BUSSOLATI et al., 2009), sendo que o dano a qualquer um dos
componentes do néfron (glomérulo, tabulo, intersticio e vasos sanguineos) pode resultar em
uma perda irreversivel de funcdo, levando a fibrose (MORIGI et al., 2004; TOGEL et al.,
2005).

Imediatamente apos a lesdo, os miofibroblastos e as células lesadas produzem
metaloproteinases de matriz, os quais rompem a membrana basal e secretam diferentes
fatores, os quais recrutam leucdcitos que migram através da membrana basal rompida. Os
leucocitos secretam TGF-B, 11-4 e 1110. A inflamacdo possui um papel importante na
patofisiologia da les@o renal aguda e na progressdo da fibrose intersticial e atrofia tubular
renal progressiva. Em casos de deplecdo de macrdfagos ha atenuacdo tanto da inflamacéo
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quanto da fibrose e diminuicdo de TGF-B (KO et al., 2008).

Os linfocitos T sdo importantes tanto na doenga imunomediada quanto na isquemia
renal, sendo relevante a inibicdo dessas células pela MSC para seu efeito terapéutico na IRA
(FRIEDEWALD & RABB, 2004). As MSC sdo imunoldgicamente privilegiadas e mesmo
quando alégenas ndo induzem resposta de proliferagdo de linfocitos T. O mecanismo dessa
tolerancia inclui baixa expressdo de moléculas de superficie de ambos complexos maior de
histocompatibilidade (MHC). A supressdo da proliferacéo de linfocitos T pela MSC néo causa
nenhuma restricdo imunologica e o efeito supressor foi similar tanto em células aut6logas
quanto aldgenas (LE BLANC et al., 2003; KRAMPERA et al., 2003).

Atualmente, as MSCs tém demonstrado alguma propriedade imunomodulatéria, sendo
capazes de suprimir a ativacdo e a proliferacdo de linfocitos T, assim como células
apresentadoras de antigeno, natural Killers e linfocitos B. Provavelmente a administracdo de
MSC pode agir como moduladora da resposta inflamatéria ap6s um evento de isquemia e
reperfusédo (I/R) renal (RASMUSSON, 2006; NAUTA, 2007; STAGG, 2007)

Isquemia e reperfuséo

A LRA severa piora o prognostico de pacientes hospitalizados, sendo a sua causa mais
frequiente a isquemia transitoria ou hipoperfusdo renal prolongada, a qual afeta principalmente
a funcdo e estrutura de células epiteliais tubulares, que, em casos graves, é caracterizada por
necrose das células epiteliais. A lesdo de isquemia e reperfusdo renal resulta de um déficit na
oxigenacao e distribuicdo de nutrientes e remocao de metabolitos das células renais, podendo
tanto ser local quanto generalizado (LE DORZE et al., 2009).

A isquemia ndo exclusivamente leva a alteracfes das células epiteliais, mas também
provoca inflamagdo intersticial e microvasculopatia intersticial. Tanto a inflamagdo e
microvasculopatia sdo particularmente importantes em termos de reparacdo renal pos-
isquémica. A microvasculopatia pés-isquémica € caracterizado por edema das células
endoteliais levando subsequentemente a oclusdo microvascular, em um fenémeno de nao-
refluxo, o qual inibe a reperfusdo (PATSCHAN et al., 2012).

A /R renal é caracterizada por alteragbes no metabolismo celular, inflamacéo,
geragdo de radicais livres e apoptose que resulta em desprendimento das células tubulares
renais originarias da membrana basal sendo liberado na urina (LIN et al., 2003). A les&o por

I/R ocorre ndo somente pela perda de regulacdo sanguinea, mas também pela producédo e
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regulagdo de eventos multifatoriais, tais como o rompimento do citoesqueleto de actina
devido as alteragdes de metabolismo do nucleotideo adenina e no calcio intracelular, perda de
adesdo celular entre célula e matriz extracelular, geracdo de moléculas reativas de oxigénio e
resposta inflamatoria determinada pela ativacdo do endotélio, o qual leva ao recrutamento e
infiltracio de células efetoras (SAENZ-MORALES et al., 2006; BOROS & BROMBERG,
2006; THURMAN, 2007; PATSCHAN et al., 2012). Diversas citocinas pré-inflamatorias e
imunomudulatorias sdo secretadas no tecido renal e na circulacdo, tais como Il- 1, -6 e -8,
TGF-B, TNF-a e MCP-1 (RAMESH & REEVES, 2004). A presenca de infiltrado intersticial
inflamatorio é uma caracteristica marcante da fase pos-isquémica. Esse infiltrado intersticial €
composto principalmente de macrdfagos, neutrofilos, células NK e linfocitos T, os quais
fazem a modulacdo da resposta inflamatéria (BONVENTRE & WEINBERG, 2003; ZHANG
et al., 2008).

Com a lesdo severa, as células perdem sua superficie de polaridade de membrana
levando a morte por necrose ou apoptose e desprendem-se (BONVENTRE, 2003;
DEVARAJAN, 2006; SAENZ-MORALES et al., 2006), sendo a membrana basal a Gnica
barreira entre o filtrado glomerular e o intersticio peritubular. O aumento da permeabilidade
resulta em extravasamento desse filtrado no intersticio. As células e os seus fragmentos que se
destacaram da membrana basal combinam-se com outras proteinas presentes no limem para
formar cilindros que obstruem os tdbulos e aumentam a pressao intratubular (BUSH et al.,

2000), impedindo a filtracdo glomerular.

Modelo de Isquemia e Reperfuséo

O modelo I/R renal é um modelo ja bem descrito, o qual é realizado pela colocagédo de
um clampe ao redor de ambas artérias renais ou ambos pediculos renais. Outro fator
importante é a grande variacdo de tempo de isquemia descrito na literatura, sendo relatado o
tempo de oclusdo entre 25 a 90 minutos em ratos e de 15 a 45 minutos em camundongos.
PARK et al. (2008) relataram a ocorréncia de lesdo mediana quando a isquémia foi realizada
por 25 minutos levando ao aumento da creatinina em até duas vezes o valor basal. Quando o
tempo de isquemia aumentou para 45 minutos, a lesdo renal foi intensa, com necrose de mais

de 75% dos tubulos renais e elevacdo da creatinina em 7 vezes o valor basal.

Ha evidéncias de que as fémeas humanas e murinas apresentam nefroprotecdo apos
insulto isquémico renal (MULLER et al., 2002; HUTCHENS et al., 2008). Os ratos, quando
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castrados, apresentaram mesmo efeito nefroprotetor do que as fémeas (MULLER et al.,
2002), levando a acreditar que essa protecdo esteja associada aos hormonios androgénicos, 0s

quais possivelmente mediam alteracdes endotélio vasculares.

Progresséo da doenga renal cronica

A patogénese da progressdo da doenca renal (PDR) € de grande complexidade, porém
¢ valido ressaltar que independentemente da etiologia da doenca original, a PDR é resultado
de um processo patogeneético que conduz a uma via final comum, na qual a glomerulosclerose
e a fibrose intersticial aparentemente tém papéis fundamentais. Além de um ponto nao
totalmente definido, citado por alguns como perda de 75% da taxa de filtragdo glomerular,
ndo ha retorno da funcéo renal e a progressdao para DRC terminal é inevitavel, ndo podendo

ser interrompida por tratamento e nem mesmo pela remissdo da doenca original.

Acredita-se que a lesdo primaria glomerular leva a redugdo do fluxo pds-glomerular, o
que culmina com perda da capilaridade peritubular (FINE et al., 1998). Isso cria uma
ambiente de hipoxia que produz uma resposta de fibrose, a qual subsequentemente propaga a
lesdo por afetar capilares adjacentes antes saudaveis. Uma outra perspectiva é de que a leséo
renal desencadeia uma resposta inflamatéria, que recruta citocinas profibroticas, tais como o
TGF-B (YOSHIOKA et al., 1993), induzindo a transformacdo de células renais epiteliais e
endoteliais em miofibroblastos, em um processo denominado de trasndiferenciacdo epitélio-
mesenguimal (TEM), além de estimular a producdo de proteinas da matriz extracelular e
inibir a sua degradagéo. (LIU, 2010; WANG et al., 2011) Actina de musculo liso-o (o« —SMA)
é uma proteina caracteristica de células musculares lisas, tais como o miofibroblasto, e sua
alta expressdo no rim tem sugerido sinais de TEM (JIANG et al., 2009). Os fibroblastos e 0s
miofibroblastos levam ao aumento da matriz intersticial e subsequentemente a lesdo
tubulointersticial e atrofia (ASKENAZI et al., 2006). A principal carcateristica da DRC é a
fibrose tubulointersticial, sendo entdo a fibrose um dos melhores preditores de progresséo ao
estagio final da doenga renal (SINHA, et al., 2009).

Além do processo pro-fibrotico, a hipdxia também inibe a degradacdo da matriz
extracelular por meio de reducdo da expresséo e atividade de metaloproteinases de matriz, tais
como metaloproteinase-1 de colageno (FINE et al., 2008). A fibrose em si ndo é suficiente
para impedir a funcdo do rim. A perda eventual da microvasculatura cria um ambiente
hipoxico levando a progresséo da fibrose. A rarefacdo de capilares peritubulares foi observada
em exame de biopsias de pacientes com DRC (BOHLE et al., 1996) e em modelos animais
(KANG et al., 2002).
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Regeneracao renal

Evidéncias sugerem que o rim contém um sistema renopoético e que o polo urinario da
capsula de Bowman pode representar um nicho de células tronco, o qual € um local especifico
no tecido adulto, onde as células-tronco residem (RIZVI & WONG, 2005; BLANPAIN et al.,
2007).

O rim é um 6rgdo terminalmente diferenciado com um potencial significativamente
menor de proliferacdo em comparac¢do com outros 6rgdos do corpo, tais como o figado. Além
disso, seu o potencial de regeneracdo celular ndo é suficiente para a regeneracao de todo o
oOrgdo, pois o rim possui diferentes tipos celulares funcionais ao invés de apenas um tipo
celular. De fato, a regeneracdo renal requer a reposicdo de tipos celulares especificos,
adjacentes uns aos outros de uma adequada forma espacial (IWATANI & IMAI, 2010). Sendo
assim, a ocorréncia de regeneracgao natural do rim continua a ser um processo intrigante. Tem
sido demonstrado que a regeneracdo renal durante a renovacdo do tecido normal e,
especialmente apds lesdo renal, pode ser mediada por meio de substituicdo por células
maduras ndo proliferativas, que reentram no ciclo celular, ao invés das células-tronco
(PLENICEAU et al., 2010). Uma populacdo auto-renovadora de células progenitoras do rim
embrionario foi isolada e comprovou-se o seu amplo potencial de diferenciacdo mesodérmica.
Esta populacdo possivelmente representa o mesénquima metanéfrico (MM) néo
comprometido, o qual apresenta potencial mesenquimal e estromal, no entanto ndo parece
persistir ao fim da nefrogénese. Esta populacdo de células embrionérias renais nunca foi
isolada a partir de rim adulto, confirmando que enquanto o MM embrionério representa uma
populacdo de células-tronco multipotentes, este ndo persiste ap6s o nascimento (LUSIS et al.,
2010).

Estudos histoldgicos revelam que a perda de células durante a lesdo renal aguda é
seguida pela desdiferenciacdo fenotipica de células tubulares sobreviventes na regido da lesao
(BONVENTRE, 2003). Estas células rapidamente reexpressam marcadores tipicos de néfron
em desenvolvimento, tais como a molécula de adesdo celular neural (NCAM) e Pax-2
(ABBATE et al., 1999; VILLANUEVA et al., 2006). Estudos de varios grupos de pesquisa
demonstram que estas celulas tubulares parcialmente dediferenciadas proliferam ap0s uma
lesdo e, assim, repovoam o tubulo renal (WITZGALL et al.,, 1994; LIN et al., 2005).
MAESHIMA et al. (2003) injetaram BrdU em ratos durante 7 dias para marcar as células em
divisdo durante esse tempo e, em seguida, submeteram ratos a lesdo de isquemia e reperfusédo

renal, sendo entdo observado que as células tubulares que haviam retido o BrdU eram as
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células do tabulo proximal e ducto coletor e eram estas celulas as mais provaveis de se

desdiferenciar (expressam vimentina) e proliferar em resposta a les&o.

Lesao renal e tratamento com células-tronco

Vaérios grupos demonstraram a utilizacdo de diferentes tipos de CTAs no tratamento de
LRA em diferentes modelos animais experimentais (Tabela 4), obtendo resultados benéficos.
Tem sido demonstrado que as MSCs podem melhorar a recuperacdo tanto da LRA citotdxica
(HERRERA et al., 2004; MORIGI et al., 2008) quanto isquémica (DUFFIELD et al., 2005;
TOGEL et al., 2005). Em um estudo realizado por KUNTER e colaboradores (2007) 2X10°
MSC foram injetados na artéria renal e obtiveram beneficio, no entanto aos 60 dias, 20% do
glomérulo continham grandes adipdcitos provenientes de uma ma diferenciacdo das MSCs.
Uma explicagdo para essas alteracdes € o numero de células injetadas, uma vez que em outros
estudos foram injetados 2-10 X10°, o que podera ter resultado em uma alta concentragéo local

celular, predispondo a algumas vias de diferenciacao das MSCs.

Em um modelo de necrose tubular por glicerol, as AFSC foram capazes de sobreviver,
reproduzir-se e integrar-se no rim in vivo, demonstrando que essas células sobreviveram por
até um més apos o transplante (PERIN et al., 2007). Além disso, hAFSCs GFP positivas
incorporam em estruturas renais primordiais e expressaram 0s marcadores precoces renais
Z0O-1, fator neurotrofico derivado de linhagem de célula glial (GDNF) e claudina
contribuindo assim para o desenvolvimento de vesiculas renais, em forma de corpos C- e S
(PERIN et al., 2007). Da SACCO (2010) identificou as AFSCs expressando marcadores de
células progenitoras renais, incluindo precursores dos podocitos e epiteliais tubulares e células

mesangiais.
Nefroprote¢do mediada por fatores de crescimento

Em um estudo recente observou-se que o meio de cultivo das MSC foi suficiente para
se conseguir o mesmo beneficio com o transplante das MSCs (B et al., 2007), provavelmente
devido a presenca dos fatores soluveis e microvesiculas secretados pelas MSCs, tendo um
efeito paracrino nas células renais residentes.

As MSCs secretam inUmeras citocinas e fatores de crescimento, incluindo fator
estimulador de coldnia granulocitica, fator de células tronco, IL-6, IL-11 (HAYNESWORTH

et al., 1996), VEFG, HGF, IGF. Alguns desses fatores solGveis aumentam a proliferacdo
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epitelial, modulam a inflamagéo e promovem a angiogénese, sendo, portanto bons candidatos
para eficacia terapéutica em lesdes renais. O IGF-1 e o HGF, por exemplo, sdo morfogénicos
e mitogénicos epiteliais que também promovem o aumento do fluxo sanguineo renal e sédo
conhecidos por protecdo da leséo isquémica (HIRSCHBERG & ADLER, 1998; LIU, 2002).
Uma das citocinas mais importantes para a regeneracao renal é a VEGF (MA et al.,
2011). Devido a sua acdo angiogénica e nefroprotetora, que funciona em conjunto com outros
fatores de cresimento para promover a divisdo celular, a migracao, a sobrevivéncia da célula
endoteliais, e a neovascularizacdo. O transplante de hMSC transduzida com VEGF levou a
beneficios ainda maiores de protecdo contra o lesdo renal aguda, aumentando os efeitos
antiapoptdéticos e melhorando a microcirculacao e proliferacdo celulares (YUAN et al., 2011).

Estudos recentes sugerem que o HGF é uma potente proteina nefrotropica que
desempenha um papel critico na promoc¢do da reparacdo tubular e regeneracdo renal apds
estimulos nocivos (KAWAIDA et al., 1994; MILLER et al., 1994; NIGAM & LIEBERTHAL,
2000; VARGAS et al, 2000), além de ser um potente fator protetor das células epiteliais
tubulares renais, evitando a apoptose (KUAN, 2008; VIJAYAN et al., 2001). Além do efeito
protetor ou regenerativo do HGF em células epiteliais tubulares, esta proteina tem sido
relatada por possuir adicionalmente um efeito antifibrético (YANG et al, 2001;. MIZUI et al,
2004), pela diminuicdo da expressdo de colageno IV, um dos maiores componentes da matriz
extracelular no glomérulo e TGF-B1, e aumento da expressdo de MMP-2, a qual degrada o
colageno (ESPOSITO et al., 2005). A administracdo de HGF recombinante em ratos com
lesdo renal aguda isquémica aumenta a recuperacdo funcional e morfologica do epitélio
tubular lesionado (MILLER et al., 1994). Foi comprovado que o blogueio da HGF enddgena
aumenta a progressdo da lesdao cronica, bem como a sua suplementagdo exdgena diminui a
progressdo (GONG et al., 2006). A administracdo de HGF em ratos imediatamente apés a
lesdo renal resultou em aumento da proliferacdo tubular e recuperacdo da funcdo (MILLER et
al., 1994).

A introducdo desses fatores nefroprotetores nas CTs por meio de manipulagdo
genética, poderia proporcionar novos caminhos para uma nova terapia farmacoldgica para a
lesdo renal aguda, visto que a regulacdo e manipulacdo da funcdo parécrina apresentam um

novo método para melhorar a eficacia das MSCs (YUAN et al., 2011).
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Tabela 4. Estudos ja realizados relacionados a lesdo renal e tratados com terapia celular.

Artigo Modelo Espécie Via Fonte Janela terapéutica Resultado
LIN etal., 2003 I/R 15 min Camundongo 1V —V.cauda 2,0x10° BMSC 2e4h Nefroprotecdo
LANGE et al., 2005 I/R 40 min Rato 1A-A.Aorta 1,5x10° BMSC Ap6s refluxo Nefroprotecdo
LIN ET AL., 2005 I/R 45 min Camundongo 1V —-V.cauda 1,0x10° BMSC 2h
Nefroprotecdo
TOGEL et al., 2005. I/R 40 min Rato IA-A.Carétida 1,0x10° BMSC Apbs refluxo e 24h | Apoptose e
Tmitose
BEHR et al., 2006 I/R unilateral 60 min Ovelha 1A -A. renal 8x10’BMSC autélogo lhe2s Admisnitracdo apds 1h > indice de enxerto
DASILVAet al., 2007 I/R 30 e 45 min Camundongo 1V —V.cauda 1,0x10" BMSC Sem efeito
Lietal., 2007 I/R 45 min Camundongo IV -V.cauda 1,0x10° BMSC 2h Nefroprotecdo
SEMEDO et al., 2007 I/R 60 min Rato IV BMSC 6h | Inflamagdo
Nefroprotecdo
TOGEL et al., 2007 I/R 30 min Camundongo 1A 1,0x10° BMSC ou EC-MSC Apds refluxo | Apoptose
TOGEL et al., 2008. /R 30 min Camundongo | 'A-A Aorta 1,0x10° BMSC Apbs refluxo A melhor resultado
1V Jugular Nefroprotecdo
CHEN et al., 2008 I/R 30 min Camundongo 1V —V.cauda 1,0x108 MSC renal 24h 1 Anglogenefe
Nefroprotecdo
BEHR et al., 2009. I/R 60 min Ovelha 1A -A. renal 5x10" BMSC Apds refluxo Sem efeito
KUDRYAVTSEV et al., 2009 Uninefrectomia + I/R 90min Rato Cortex renal hBMSC fetal Apds refluxo Nefroprotecdo
TOGEL et al., 2009. IR 58 min Rato IA -A.aorta 1,5x10° BMSC Ap6s refluxo | TGF e fibrose
v Nefroprotecdo
WANG et al., 2009. I/R 60 min Rato IP 4,0x10° NSC 4h IV melhor resultado
IC linflamagdo
CAO et al., 2010 I/R 60 min Rato IA-A. car6tida 1,0x10° UC-MSC 16h Nefroprotecdo
FENG et al., 2010. I/R 38 min Rato IA 5x10°ADSC Apos refluxo 1 Mitose e sobrevida
linflamagao
GATTl etal., 2011 Uninefrectomia + I/R 45 min Rato IV —V.cauda 30ug MLcEr)c'J\ngcl:culas de Apbs refluxo Nefroprotecdo
ZHUO et al., 2011 1/R 60 min Rato I\ 1,0x10° BMSC alégeno Apds refluxo Nefroprotecdo
ASANUMA et al., 2010 Obstrucéo ureteral Rato 1,0x10° hBMSC ledsem Nefroprotecdo
6
PERIN et al., 2010 Glicerol Camundongo Coértex renal 1,0x10 hA,FSC & AFSC 2h ! quptose
alégeno 1 Mitose
5 5
Bl et al., 2007 Cisplatina Camundongo v 7\(;&“& 1,0x10 Aléﬁ/lcsgu 2,0x10 72h | Apoptose
MORIGI et al., 2008 Cisplatina Camundongo 1V —V.cauda 5,0x105 hBMSC 24h Nefroprotecdo
i i _ 5 | Apoptose e
YUAN et al., 2011 Cisplatina Camundongo v ESC-VEGF ou ESC 5x10 24h t Mitose grupo ESC VEGF
KUNTER et al., 2007 Uninefrectomia + Anti-Thy Rato IA 2,0x10° BMSC 48h Nefroprotegdo a curto prazo, apos mal
diferenciagdo em adipdcitos
SEMEDO et al., 2009 Nefrecotomia5/6 Rato \Y 2,0x10° BMSC q14d/8sem | Fibrose
LEE etal., 2010 Nefrecotomia5/6 Rato 1V —V.cauda BMSC qg7d Tratamento semanal, melhor efeito
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Vias de administracéo

O cirurgido tem como principal objetivo facilitar o trafego, a adesdo e a infiltracdo das
MSCs, mas também proporcionar as MSCs o microambiente especializado ou nicho para auxiliar a
sua auto-renovacao e manter sua multipotencialidade (CAPELA et al., 2003). Atualmente, tem sido
discutido que apesar do potencial das células-tronco, a via de administracdo apropriada para o
transplante celular em um 6érgdo lesionado € um pré-requisito essencial para o sucesso do seu
enxerto com intuito de reparacao de 6rgéos.

As principais vias de administragdo das CT tendo o rim como 6rgdo alvo séo: via
intraperitonial (IP), intravenosa (1V), intra-arterial (1A) e a injecdo local no rim ou sob a capsula
renal (Tabela 4). Quando a via de administracdo utilizada é a IV, geralmente as células sdo injetadas
na veia da cauda ou na veia jugular; quando usada a via de administracéo IA, injeta-se nas artérias
carotida, renal e aorta toracica e abdominal na regido suprarrenal.

A infusdo sisttmica das MSCs, tanto pela via IV como pela IA, distribui as células
homogéneamente no rim (LEE et al., 2008; SACKSTEIN et al, 2008). Apesar da infusdo por via IV
ser a menos invasiva, o transplante das células-tronco por via IA tem maiores indices de enxertia
(BARBASH et al, 2003;. FREYMAN et al., 2006; ZONTA et al., 2010). Isso provavelmente se
deve pelo fato de que o seu trajeto inicial evita passar pelos 6rgdos de filtragem, tais como os
pulmdes e o baco, as MSCs chegam mais facilmente ao 6rgdo alvo. Além disso, a administracdo
pela via IA tem apresentado nefroprotecdo mais significativa (TOGEL et al., 2008). Por estes
motivos, o transplante de MSC por via IA € mais comumente utilizado em diversos estudos pré-
clinicos (BEHR et al, 2007;. WALCZAK et al, 2008).

Homing e trafico das células estromais mesenquimais

O homing das MSCs ¢ definido como a chegada e permanéncia dessas células dentro da
vasculatura de um tecido ou 6rgdo alvo, seguida por transmigracdo através do endotélio. Apos a
infusdo, as MSCs permanecem na circulacdo por ndo mais do que uma hora (GAO et al., 2001).
Posteriormente, as MSCs sdo detectaveis principalmente nos pulmdes, baco, e em terceiro lugar nos
6rgdos lesados, embora neste Gltimo em baixa frequéncia. E importante determinar a posicio exata
das MSCs dentro dos tecidos em relacdo aos vasos sanguineos, principalmente depois de 24h de seu
transplante, pois as células podem estar temporariamente dentro dos vasos no tecido, passivamente
aprisionadas na vasculatura ou extravasaram através da parede vascular, enxertando no tecido
(SACKSTEIN et al., 2008; WALCZAK et al., 2008).
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Enxertia das MSCs

Ainda ¢ altamente controverso que as MSC realizam enxertamento no néfron, e mesmo os
pesquisadores que aceitam essa hipotese, acreditam que essa taxa de integracdo das MSC é muito
baixa, sendo observado apenas em 8% das células regeneradas (LIN et al., 2003). Se as MSC néo
repovoam diretamente nos locais lesados no rim, reparando os tubulos renais, entdo mecanismos
parécrinos e enddcrinos, com influencia mitogénica, antiapoptética, antinflamatdria e angiogénica,
poderiam explicar seu efeito terapéutico em casos de lesdo renal.

Tanto o transplante de um maior numero de CT quanto o seu transplante antecipado apos
evento isquémico tem demonstrado uma melhora na taxa de enxertia (CHEN et al., 2001). Porém,
as poucas MSCs que enxertam podem contribuir para a reparacdo dos tecidos pela secrecdo de
moléculas troficas que incluem matriz extracelular soltvel, citocinas e fatores de crescimento
(ANKRUM & KARP, 2010) e pela conexdo direta entre célula-célula (MSCs e células teciduais
adjacentes (PLOTNIKOV et al., 2008).

Em ratos recém-nascidos as AFSC aldgenas foram capazes de enxertar em diferentes
tecidos, mesmo na auséncia de lesdo em qualquer érgdo (GHIONZOLI et al., 2010). O intestino foi
0 6rgdo em que se observou maior positividade (67%), seguido pelo figado (25%), baco (16%),
coragdo (16%), pulmdes (16%), fémur (8%) e cérebro (0%), sendo que a presenca das células foi
compravada tanto por anélise de imunohistoquimica como por PCR (GHIONZOLI et al., 2010).

Anatomia cirargica renal

Os rins sdo Orgdos pares que lembram a forma de um grdo de feijdo e localizam-se no
espaco retroperitoneal, lateral a aorta e a veia cava caudal. Eles tém uma cépsula fibrosa e sdo
mantidos em sua posicao pelo tecido conjuntivo subperitoneal. Na parte medial concava de cada
rim, localiza-se o hilo renal, local onde se encontram a artéria e a veia renal, vasos linfaticos, plexos
nervosos e o ureter, que se expande dentro do seio renal, formando a pelve. O rim € irrigado pela
artéria renal, a qual se origina da artéria aorta. A veia renal drena o rim e desemboca na veia cava
inferior.

O rim é envolvido em toda sua superficie por membrana fibroelastica muito fina e brilhante,
denominada capsula renal. Esta adere a pelve e aos vasos sanguineos na regido do hilo. O rim
direito é envolvido pela gordura perirrenal e relaciona-se ventralmente com parte do intestino
delgado e o esquerdo, com o estdmago, parte do omento, bago e pancreas. Em relacdo a topografia
dos rins no rato, o direito € mais cranial do que o esquerdo, assim como 0s seus vasos do pediculo
(TAGUCHI et al., 2001).
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Devido a sua localizacédo, o rim esta situado dorsalmente as estruturas e 6rgaos abdominais,
sendo necessarias algumas manobras atraumaticas para a sua exposicao, por exemplo: o duodeno
descendente e colon descendente podem ser tracionados inferior e medialmente para melhor
visualizacdo do rim direito e esquerdo, respectivamente.Os rins sdo Orgaos pares que lembram a
forma de um grao de feijdo e localizam-se no espaco retroperitoneal, lateral a aorta e a veia cava
caudal. Eles tém uma céapsula fibrosa e sdo mantidos em sua posicdo pelo tecido conjuntivo
subperitoneal. Na parte medial concava de cada rim, localiza-se o hilo renal, local onde se
encontram a artéria e a veia renal, vasos linfaticos, plexos nervosos e o ureter, que se expande
dentro do seio renal, formando a pelve. O rim € irrigado pela artéria renal, a qual se origina da

artéria aorta. A veia renal drena o rim e desemboca na veia cava inferior.
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MATERIAL E METODOS

1. Modelo de isguemia e reperfusao renal

Essa fase experimental foi importante para a otimizacdo e estabelecimento de modelo
cirurgico de isquemia e reperfusdo. Nessa fase testaram-se dois tempos de isquemia: 45 e 50
minutos e duas marcas de clampes atraumaticos vasculares buldogue, os quais foram denominados
clampe 1*° e 2. Foram utilizados 12 ratos, trés em cada protocolo cir(irgico: 45 minutos com o
clampe 1, 50 min com o clampe 1, 45 min com o clampe 2 e 50 min com o clampe 2.

A inducdo e a manutencdo anestésica foi realizada em camara de isoflurano vaporizado a
100% de O,. Realizou-se a antissepsia em solucdo alcodlica de clorexidine 0,2%, seguida de
paramentacdo do campo cirdrgico.

Para 0 acesso da cavidade abdominal realizou-se uma celiotomia mediana pré-retro-
umbilical e em seguida os 6rgaos abdominais foram envolvidos em gaze umedecida com solucéao
salina morna. Para acesso ao rim direito, tracionava-se o colon ascendente para o esquerdo e com 0
auxilio de uma pinga, na parede abdominal do lado oposto, o rim era exposto para a sua
manipulacdo. Para acesso ao rim esquerdo, tracionava-se o colon descendente para o lado direito.
Dissecava-se o hilo renal para a colocacdo do clampe atraumatico vascular buldogue, seguido do
seu posicionamento ao redor do pediculo renal por 45 ou 50 minutos, dependendo do grupo. Apos a
colocagédo do clampe, observou-se alteracdo da coloracdo renal (Figura 27). A reperfusdo renal foi
confirmada visualmente apos a remoc¢ao dos clampes.

Os animais foram mantidos aquecidos em colchdo térmico até a completa recuperagédo
anestésica e receberam como analgesia pés-operatéria buprenorfrina na dose de 0,1mg/kg a cada 12
horas por dois dias.

Figura 27. Aspecto do rim apés colocacdo do clampe vascular atraumatico buldogue no pediculo renal.
Obervar a coloragdo vermelho-acastanhada antes da colocagdo do clampe (A) e a evidéncia de isquemia o seu
escurecimento apds a colocagao do clampe (B).

% Fine science tools
% Edlo
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Todos os procedimentos envolvendo animais seguiram as normas do comité de ética e
experimentacdo animal da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram mantidos em
gaiolas forradas com maravalha, em ambiente com temperatura controlada (24°C + 2°C) e umidade
controlada, com ciclo claro/escuro de 12 x 12 horas e alimentados com racdo comercial e agua ad

libitum.

2. Técnica cirurgica de acesso ao rim para transplante celular

Para a otimizacdo da técnica cirirgica, injetou-se tinta nanquim na aorta abdominal com o
intuito de observar o trajeto do liquido injetado, testando-se duas diferentes técnicas.

Os ratos foram induzidos e paramentados da mesma forma como anteriormente. Para o
acesso da cavidade abdominal realizou-se celiotomia mediana pré-retro-umbilical e em seguida 0s
6rgdos abdominais forma envolvido em gaze umedecida com solucdo salina morna. A aorta
abdominal foi dissecada caudalmente & artéria renal (Figura 28A). Ap6s um fio mononalion4-0* foi
utilizado para realizar o reparo da aorta (Figura 28B). A fim de direcionar o fluxo das células
injetadas para a artéria renal, ocluiu-se a aorta com um clampe buldogue aproximadamente 1 cm
caudal aos pediculos renais, logo acima das artérias genitais (Figura 28C). No grupo A (n = 2),
0,8ml de nanquim foi injetado, sem a oclusdo de qualquer pediculo renal e no grupo B (n = 2), o
pediculo renal direito foi ocluido (Figura 28D) antes da administracdo de 0,4 ml de tinta nanquim,
em seguida, o mesmo clampe foi reposicionado no pediculo renal esquerdo e administrado mais
0,4ml de tinta nanquim. A manobra para 0 acesso aos pediculos renais foi a mesma utilizada
anteriormente. Uma cateterizacdo retrégrada foi realizada utilizando-se cateter 26G* diretamente
na aorta abdominal em angulo de 45°, logo acima do clampe posicionado na aorta anteriormente
(Figuras 29 e 30). Apds a administracdo, o cateter for removido e a hemostasia foi realizada por
compressdo manual do local de pungdo com uma membrana absorvivel de colageno®* previamente
umedecida com solugéo salina, por cerca de 5 minutos.

Os animais foram submetidos a eutanasia por exanguinacdo imediatamente apds a
administracdo de nanquim pela aorta e os rins foram colhidos e armazenados em solu¢do de formol
a 4%. Ap0s 24h nessa solugdo, os rins foram processados para parafinizacdo, seccionados em 4um e

corados em Hematoxilina & Eosina.

%2 Ethicon
* Neoflon 26 g 0,6 X 19 mm -BD
% Lyostypt® - B. Braum
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Figura 28. Passos para 0 acesso a arterial renal. Dissecacdo da aorta abdominal caudalmente & artéria renal, indicada
pela seta branca (A), colocacdo de reparo ao redor da aorta abdominal (B), posicionamento do clample vascular
buldogue cerca de 1 cm caudal aos pediculos renais, logo acima das artérias genitais (C) e colocacdo do clampe no
pediculo renal direito, etapa necessaria apenas no grupo B.

Figura 29. Esquema da cirurgia de acesso a artéria renal realizado no grupo B. Colocacdo dos clampes na artéria aorta
abdominal, caudalmente as artérias renais e no pediculo renal direito (A); localizacdo da inser¢do do cateter 26G.
ligeiramente cranial ao clampe buldogue para administracdo de metade da tinta naquim (B) e transferéncia do clampe
do pediculo direito para o esquerdo com o intuito de permitir a administracéo da outra metade da tinta nanquim.
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3. Transplante de hAFSC transduzida com Lac-Z

Com o intuito de localizar o posicionamento das AFSCs e sua distribuicdo apds 24h de sua
administracao, injetou-se AFSCs marcadas com LAC-z, um gene reporter, na aorta abdominal ap0s
6 horas da inducédo da isquemia e reperfusao renal. A técnica do grupo B, descrita anteriormente, foi
utilizada nesse caso. A eutanasia foi realizada 24 horas apés o transplante celular com inalacéo de
isoflurano, no interior de um recipiente, seguindo a legislacdo em vigor e os preceitos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os rins, pulmdes, coracdo, baco e figado foram
colhidos e colocados em um molde com meio OCT, proprio para congelamento, para posterior
andlise. Realizaram-se criosec¢des de 5 um de espessura, posteriormente incubadas em solugdo X-
gal pH 8,0, durante a noite, em camara escura. As laminas foram contracoradas com paracarmina e

montadas em meio Mowiol.

4. Inducdo da lesdo e transplante celular

Grupos animais

Foram usados 50 ratos machos da raca Wistar, 3 meses de idade, pesando entre 250-300 g,
distribuidos nos seguintes grupos apos lesdo de isquemia e reperfusdo (n=10): Controle, tratado
apenas com 0 meio Chang; grupo AFSC, tratado com AFSCs (1x10°); grupo AFSC-VEGF, tratado
com AFSCs transduzida com VEGF (1x10°): grupo AFSC-HGF, tratado com AFSCs transduzida
com HGF (1x10%:; grupo AFSC-VEGF+HGF, tratado com AFSCs transduzida com VEGF

(0,5x10°) e transduzida com HGF (0,5x10%). No grupo sham (n = 4) os animais foram operados,
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sem lesdo de isquemia/reperfusao e sem tratamento.

Os ratos foram induzidos em cdmara de isoflurano vaporizados com 100% de O, e mantidos
com esse mesmo gas anestésico em mascara durante todo o procedimento cirargico. Realizou-se a
antissepsia em solucéo alcoolica de clorexidine 0,2%, seguido de paramentacdo do campo cirurgico.
A lesdo por isquemia e reperfusdo foi induzida da mesma forma como descrita anteriormente, ou
seja, pelo clampeamento do pediculo renal por 50 minutos. A reperfusdo do rim foi confirmada
visualmente apo6s os clampes serem removidos. Seis horas apds a lesdo isquémica, realizou-se o
transplante celular na aorta abdominal em dois tempos, como descrito anteriormente.
Administraram-se 800 pl da suspensdo celular (1,0x10° celular) em meio Chang nos grupos
tratados, ou seja, 400 pl em cada rim e nos animais do grupo controle administrou-se 0 mesmo meio

Chang, pela mesma via e mesma forma.

Colheita de material

Apo6s 24 horas de tratamento 0,5 ml de sangue foi colhido da veia da cauda. Os ratos foram
submetidos a eutanasia por meio de exsanguinacdo em ratos anestesiados em camara de isoflurano
apos 48 horas (n = 5 ratos para cada grupo) e ap0os 2 meses do tratamento (n = 5 ratos para cada
grupo). Em ratos anestesiados com isoflurano, colheram-se de 10-15 ml de sangue da aorta
abdominal para a quantificacdo de VEGF sérica e creatinina. Cada rim foi pesado e depois
seccionado longitudinalmente, sendo metade fixada em 10% de formol tamponado neutro para
exame histologico e imuno-histoquimica, e a outra metade foi congelada e armazenada em

nitrogénio liquido para analise de RT-PCR.

5.Analises do efeito da terapia celular

Funcéo Renal
A creatinina sérica foi mensurada para avaliar a funcdo renal nos tempos 24 horas, 48 horas
e dois meses apos a reperfusdo. A mensuracgdo foi realizada em um leitor de ELISA, usando-se a

técnica de Jaffé, como descrita anteriormente.

Quantificacdo de VEGF sérico
Quantificou-se VEGF sérico em todos os ratos 24h apos o transplante celular. Para isso, 10
I de soro de cada animal foram diluidos em 90 pl de tampdo carbonato e adicionados a um pogo de

uma placa de 96 pocos e realizou-se a técnica de ELISA, como descrito no capitulo 1.
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Analise histologica da lesdo de isquemia e reperfusdo em 48 horas

Morfologia renal: Amostras fixadas em formol forma parafinizadas e depois seccionadas
com espessura de 4 pm. Apdés serem desparafinizadas, foram coradas com o0s reagentes
Hematoxilina & Eosina e acido periodico de Schiff (PAS). As laminas foram avaliadas e
classificadas quanto a: formacdo de cilindros hialinos, necrose tubular, mitose, dilatacdo tubular e
presenca de infiltrado intersticial mononuclear. Observaram-se campos nédo-sobrepostos em alta
magnificagédo utilizando uma objetiva de 40X. A classificagdo variou de 0 a 5, sendo 0 quando ndo
havia lesdo; +1 quando observava-se lesdo em padrdo isolado; +2 quando observava-se menos de
25% de lesdo por campo; +3 quando observava-se lesdo entre 25 e 50% do campo; +4 quando
observava-se leséo entre 50 e 75% do campo e +5 quando mais de 75% do campo. As laminas

foram avaliadas por um observador independente, de maneira cega.

Imuno-histoquimica: Com o intuito de analisar o indice de mitose, a presenca de
miofibroblastos e a expressao de TGF-B, realizou-se a analise de imuno-histoquimica para KI-67, a-
SMA e TGF- B, respectivamente. A imunocoloracdo foi realizada em seccdes parafinizadas de 4
pm. Em resumo, realizou-se a desparafinizacdo, seguido de bloqueio da peroxidase endégena com
0,5% H,0; diluida em metanol durante 30 min a temperatura ambiente. A recuperacdo do antigeno
foi realizada em tampéo citrato (10 mmol / L, pH 6,0) por duas horas a 95°C. Em seguida o
bloqueio antigénico foi realizado por meio da incubagdo das secgdes com 1% BSA e 2% leite em
PBS + 1% Tween 80 durante 60 min. As laminas foram incubadas durante a noite a 4 °© C com 0s
seguintes anticorpos policlonais diluidos em PBS: actina de musculo liso-a (a-SMA*) em diluic&o
1/200, Ki-67* em diluico 1/50 e Fator de crescimento transformador-p (TGF-B*’) em diluicdo
1/150. Utilizaram-se como controle negativo amostras sem a incubagdo com anticorpo primario. A
marcacdo especifica foi detectada com o anticorpo secundario conjugado ao HRP*, de acordo com
0 anticorpo priméario A reacdo de cor foi revelada com 3,3 '-diaminobenzidina® (DAB) e
contracorada com Hematoxilina de Mayer. Os cortes foram gradualmente desidratados em etanol e
xilol e as ldaminas montadas em DEPEX. Realizaram-se trés lavagens das laminas com PBS por 5
min entre todos os passos do procedimento, exceto apds o blogueio antigénico. Todas as laminas
foram avaliadas por um patologista experiente de maneira cega para identificagdo da amostra. As
células Ki-67-positivas eram detectadas pela marcacdo intranuclear das células dentro da tubulos
em magnificacdo de 400x e 0 TGF-B e a-SMA foram observados em magnificacdo de 200X (n =5

% 4-SMA, clone 1A4, Dako, Belgium.

% Ki-67 clone MIB -5, Dako, Belgium.

%7 ab66043 TGF-B, Abcam, Belgium.

% Envision ™ WAS / HRP Detection Kit, Dako, Belgium.
% 3,3 -diaminobenzidina —Sigma, Barnem, Belgium.
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ratos para cada grupo).

Analise morfométrica para indice mitogénico: Foram analisadas 29 I&minas obtidas através
da técnica imuno-histoquimica. Em cada lamina foram capturados doze (12) campos, nao
coincidentes com um aumento aproximado de 400X. Em cada campo microscopico foi efetuada a
quantificacdo de células Ki-67 positivas, determinada pela colora¢do acastanhada, sem levar em
consideracéo a intensidade da coloragéo.

Para a andlise morfométrica, utilizou-se a ferramenta de medicdo do Sistema de

Processamento e Anélise de Imagens IMAGE TOOL® - verséo 3.0.

Anélise histologica da lesao de isquemia e reperfusdo dois meses apos a cirurgia

Morfologia Renal: Amostras fixadas em formol foram parafinizadas e depois seccionadas
com espessura de 4 pm. Apds serem desparafinizadas, foram coradas com o0s reagentes
Hematoxilina & Eosina, Tricdmico de Masson e Picrosirius Red, sendo que os dois Gltimos coram
colageno de azul e de vermelho, respectivamente. A analise das ldminas coradas com Hematoxilina
& Eosina, quantificou dilatacdo tubular; presenca de cilindros hialinos, infiltrado mononuclear
intersticial, proliferacdo fibrosa interna e subcapsular; espessamento da capsula glomerular e atrofia
glomerular. Observaram-se campos ndo-sobrepostos em alta magnificagdo utilizando uma objetiva
de 40X. A classificacdo variou de 0 a 5, sendo 0 quando ndo havia lesdo; +1 quando observava-se
lesdo em padrdo isolado; +2 quando observava-se menos de 25% de lesdo por campo; +3 quando
observava-se lesdo entre 25 e 50% do campo; +4 quando observava-se lesdo entre 50 e 75% do
campo e +5 quando mais de 75% do campo. Nas laminas coradas pelo Tricromico de Masson,
observou-se principalmente a presenca de fibrose e os resultados foram avaliados por morfometria.
Para a andlise das seccdes coradas por Tricromico de Masson, utilizou-se uma objetiva de 20X e
para a analise das sec¢des coradas po Picrosirius Red, utilizou-se uma objetiva de 10X, sob luz
polarizada.

Morfometria para a fibrose renal: Foram analisadas 29 laminas obtidas através da
coloragdo Tricromico de Masson. Em cada lamina foram capturados vinte (20) campos, nao
coincidentes com um aumento aproximado de 200X. Em cada campo microscopico foi mensurada a
area de fibrose, determinada pela coloragdo azul, sem levar em consideracdo a intensidade da
coloracdo.

Para a analise morfométrica, utilizou-se a ferramenta Colour Deconvolution do Sistema de
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Processamento e Andlise de Imagens FI1JI para IMAGE J ®.

Formacéo de tumor

Visto que o VEGF é conhecido por ser um potente indutor da angiogénese, especialmente
relacionado com a angiogénese tumoral, avaliou-se a formacdo de tumor durante a colheita de
amostras dois meses apos o transplante celular. A mensuracao de VEGF sérico foi também realizada
pelo método ELISA, uma vez que niveis elevados de VEGF sérico podem indicar a presenca de um

tumor secretor de VEGF.

6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. Os dados foram analisados pelo
método ndo paramétrico Kruskall-wallis, seguido do teste de Dunn ou Anova, seguido de Tukey.
Considerou-se o nivel de significancia estatistica de p< 0,05. Para a sobrevida, realizou-se o teste
Kaplan Meir.
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RESULTADOS

1. Modelo de isguemia e reperfusao renal

O modelo de lesdo foi mais eficiente utilizando o clampe 2, por 50 minutos. Utilizando o
clampe 1 observou-se ligeiro aumento da creatinina, no entanto, houve aumento mediano da
creatinina (cerca de duas vezes o valor basal). Em relagdo ao tempo de isquemia, com a
permanéncia do clampe por 45 minutos houve aumento da creatinina, mas por 50 minutos esse

aumento era mais significativo, permanecendo a sobrevida dos animais inalterada.

2. Técnica cirurgica de acesso ao rim

Inicialmente realizou-se a insercdo do cateter por via normograda, no entanto, pelo fato da
vasculatura da regido a ser dissecada ser mais envolta de tecido conjuntivo e de acesso mais dificil e
pelo fato de a ponta do cateter ficar além do ramo das artérias renais, optou-se por modificar a
insercdo para 0 modo retrégrado. Outra intercorréncia cirargica observada foi a hemorragia da aorta
no ponto puncionado, sendo possivel apds a hemostasia por compressdo com uma membrana
absorvivel de colageno.

Quando a administracdo do nanquim foi realizada em um s6 tempo, sem a colocacdo do
clampe nas artérias renais, observou-se a coloracdo preta da tinta nanquim apenas no rim direito
(Figuras 31 e 32). Dessa forma, conclui-se que a administragdo da tinta nanquim em duas etapas e a
colocacdo do clampe na artéria renal eram fundamentais para a administracdo homogénea em

ambos rins.

Figura 31. Aspecto dos rins direito (preto) e esquerdo vermelho-acastanhado), imediatamente apds a administracédo de
nanquim em um tempo.
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Figura 32. Rim direito (A) e esquerdo (B) corados por Hematoxilina & Eosina no grupo em que se administrou
nanquim (A) em apenas um tempo e sem a colocacdo de clampe na artéria renal (Magnificagdo100Xx).

3.Transplante de AFSC transduzida com Lac-Z

Com o intuito de avaliar onde as AFSC injetadas realizariam enxertia, amostras de rim,
coracdo, pulméo, figado e baco foram coradas com solucdo X-gal para a deteccdo de células
marcadas com [-galactosidade. Observou-se a presenca de células marcadas apenas em amostras do
pulmdo e do baco (Figura 33), sendo que algumas vezes elas eram presentes em grandes

concentragdes.

{

A

Figura 33. Amostras de crioseccao coradas com solucdo X-gal. Baco (A) e pulmédo (B) de rato, 24h apés a
administracdo de hAFSC marcada com Lac-z (magnificacdo 200Xx).

4. Efeito do terapia com células transduzidas ou ndo com VEGF e HGF em lesdo de isquemia

e reperfusdo renal

Risco de embolismo

Trés animais do grupo hAFSC HGF morreram imediatamente ap6s o transplante celular.
Né&o foi observado esse efeito de morte stbita em nenhum outro animal de outros grupos. N&o foi
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realizada a necropsia desses animais.

Sobrevida

Avaliou-se a sobrevida dos diferentes grupos avaliados por dois meses, sendo observada alta
mortalidade no grupo hAFSC-HGF (3/8 ratos), sendo que dois deles morreram 5 dias e um aos 6
dias apos a inducdo da I/R (Figura 34) Apenas um rato do grupo controle morreu aos 7 dias apés a
inducgéo da I/R.

" Sobrevida
% 110-
3 -o- Controle
'5 100 i - hAFSC
5 ool - hAFSC VEGF+HGF
2 . ~ hAFSC VEGF
S 801 — hAFSC HGF
£ 704
&
£ 60- *
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Figura 34. Curva de sobrevida dos animais dos diferentes grupos de ratos com lesdo de isquemia e reperfusdo tratados
com células mesenquimais estromais derivadas do liquido amniético humano transduzida ou ndo com VEGF e HGF.

Funcdo Renal

A funcéo renal foi avaliada por meio da quantificacdo da creatinina nos diferentes grupos.
Quanto se comparou a creatinina sérica de um animal sham (saudavel), observou-se aumento muito
significativo da creatinina no grupo controle, no entanto essa diferenca foi mais significativa ainda
nos grupos AFSC VEGF e AFSC HGF, tanto em 24h quanto em 48h. Ja o grupo AFSC apresentou
aumento significativo somente em 48h (Tabela 5).

Tabela 5. Valores séricos de creatinina em ratos com leséo de isquemia e reperfusdo, nos tempos 24 h, 48 h e dois
meses, tratados com células mesenquimais estromais derivadas do liquido amniético humano transduzidos ou ndo com
VEGF e HGF.

Grupo Creatinina 24h (n=10) | Creatinina 48h (n=10) | Creatinina 2m (n=5)
Sham ou saudaveis 0,58+0,07 0,6+0,03 0,61+0,04

Controle 3,05+1,28** 2,45+1,93** 0,74+0,15

hAFSC 1,98+1,08 2,06+1,29* 0,75+0,18

hAFSC VEGF+HGF | 1,96+0,55 1,28+0,35 0,8+0,21

hAFSC VEGF 3,9+2,03*** 4,29+3,32*** 0,62+0,05

hAFSC HGF 4,0£1,85%** 4,1+3,0%** 0,63+0,13

*pentre 0,05 e 0,01 ** p entre 0,01 e 0,001 ***p<0,001
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VEGEF sérico em 24 horas

Quantificou-se o VEGF sérico em 24 horas em todos os grupos (n=10), sendo observada

uma elevacdo em todos os grupos tratados com terapia celular em elagcéo ao grupo controle, no

entanto essa diferenca ndo foi significativa entre os grupos (Figura 35).

od

VEGF sérico 24h

Figura 35. Gréficos com valores de VEGF sérico de ratos com lesdo de isquemia e reperfusdo apds 24 h do tratamento
com células mesenquimais estromais derivadas do liquido amniético humano transduzidos ou ndo com VEGF e HGF.

Peso renal

Houve uma fraca tendéncia de reducdo do peso renal em todos 0s grupos aos dois meses, no

entanto essa diferenca ndo foi significativa (Tabela 6).

Tabela 6: Peso dos rins de ratos submetidos a lesdo de isquemia e reperfusdo e tratados com células mesenquimais
estromais derivadas do liquido amniético humano (hAFSC) transduzidas ou ndo com VEGF e HGF. Valores expressos
em gramas (g), com respectivas médias e desvio padrédo. Kruskal wallis seguido de pos teste de Dunn.

Grupos Peso em 48h apés I/R (g) Peso 2 meses apos I/R (g)
Controle

Rim direito 1,8640,1 1,8340,06
Rim esquerdo 2,00+0,2 1,77+0,13
hAFSC

Rim direito 1,9340,01 1,7940,21
Rim esquerdo 1,86+0,08 1,72+0,22
hAFSC VEGF +HGF

Rim direito 1,99+0,26 1,85+0,17
Rim esquerdo 1,95+0,23 1,8+0,16
hAFSC VEGF

Rim direito 1,72+0,23 1,8+0,16
Rim esquerdo 1,65+0,18 1,86+0,24
hAFSC HGF

Rim direito 1,89+0,17 1,84+0,21
Rim esquerdo 1,92+0,22 1,88+0,27

Morfologia renal 48 horas
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Observou-se necrose e formacdo de cilindros hialinos em graus variados nos diferentes

grupos, sendo estes observados tanto na coloracdo de H&E quanto na coloragdo PAS. A

quantificacdo desses dados por um patologista em ensaio cego nos permitiu comparar 0S

tratamentos quanto a lesdo tubular aguda (Tabela 7), sendo observadas lesdes mais intensas nos
grupos controles, hAFSC VEGF e hAFSC HGF (Figuras 36 e 37). Além disso, observou-se intensa
atividade mitdtica e a presenca de infiltrado mononuclear intersticial nos diferentes grupos. Houve

correlacdo do grau de lesdo tubular aguda com o aumento da creatinina (ANEXO 1).

Tabela 7. Média e desvio padrdo dos escores de lesdo tubular aguda em cortes histolégicos de ratos corados por
Hematoxilina & Eosina nos diferentes grupos apés 48 horas de lesdo renal isquémica tratados com células
mesenquimais estromais derivadas do liquido amniético humano (hAFSC) transduzidas ou ndo com VEGF e HGF. *

AFSC difere do controle (p< 0,05).

Grupo Necrose tubular Cilindros hialinos
Controle 2,7+0,97 4,4+0,65

hAFSC 1,8+0,76 1,9+0,96*

hAFSC VEGF +HGF 1,8+1,09 2,8+1,09

hAFSC VEGF 2,9+1,08 3,6+1,08

hAFSC HGF 2,7+1,2 3,9+0,96
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Figura 36. Fotos representativas da histologia renal 48 horas ap6s indugdo de isquemia e reperfusdo por 50 minutos em
ratos. Cortes histolégicos corados por H & E, objetiva de 10X: sham (ratos operados, sem inducdo de lesdo e sem
tratamento; controle, ratos com I/R tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com células
mesenquimais estromais derivadas do liquido amniotico humanas (hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos com I/R
tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas
com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com HGF (n=5 por grupo).
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Figura 37. Fotos representativas da histologia renal 48 horas ap6s indugdo de isquemia e reperfusdo por 50 minutos em
ratos. Cortes histoldgicos corados por acido periddico de Schiff (PAS), objetiva de 10X: sham (ratos operados, sem
inducdo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R
tratados com células mesenquimais estromais derivadas do liquido amnidtico humanas (hAFSC); hAFSC VEGF +
HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados com
hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com HGF(n=5 por

grupo).
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Imuno-histoquimica para a-SMA e TGF-$

Quanto a andlise imuno-histoquimica para o-SMA , que cora vasos Sanguineos e
miofibroblastos, classificou-se como marcagdo fraca e forte, desconsiderando-se 0s Vvasos
sanguineos. Observou-se intensa positividade em 4/5 ratos do grupo hAFSC VEGF, 2/5 ratos do
grupo controle e apenas 1/5 do grupo hAFSC VEGF + HGF(Figura 38). Para as laminas coradas
contra o TGF-B, foi observada intensa positividade em todos os ratos do grupo controle, em 4/5 do

grupo hAFSC VEGF e fracamente positivos em 2/5 do restante do grupo (Figura 39).
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Figura 38. Fotos representativas de cortes histolégicos de rins de ratos ap6s inducdo de lesdo de isquemia e reperfusao
por 50 mintuos corados pela técnica de imuno-histoquimica para a-SMA sendo observada a positividade em marrom e
utilizando-se objetiva de 20X: sham (ratos operados, sem inducdo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R
tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com células mesenquimais estromais derivadas do
liquido amnidtico humanas (hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com
VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com
I/R tratados com hAFSC transduzidas com HGF (n=5 por grupo).
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Figura 39. Fotos representativas de cortes histolégicos de rins de ratos ap6s inducéo de lesdo de isquemia e reperfusao
por 50 minutos corados pela técnica de imuno-histoquimica para TGF-, sendo observada a positividade em marrom
eutilizando objetiva de 20X: sham (ratos operados, sem inducéo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R
tratados com meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com células mesenquimais estromais derivadas do liquido
amniético humano (hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e
HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R
tratados com hAFSC transduzidas com HGF (n=5 por grupo).
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Morfometria para Ki-67

Observou-se a intensa presenca de células mitéticas nos tdbulos renais, indicada pela

marcacao intranuclear (Figura 40). Esses nucleos foram quantificados em doze campos de grande

aumento, sendo observada a presenca mais significativa (p<0,001) nos grupos AFSC CEGF+ HGF

e AFSC VEGF (Figura 41). Quantificou-se apenas as células epiteliais tubulares positivas (ANEXO

2)

Figura 40. Imuno-histoquimica para KI-67 de tecido renal, regido cortical, de um rato ap6s 48 h de inducéo da leséo de
isquemia e reperfusdo, tratado com células mesenquimais estromais derivadas do liquido amniético humano (20X).
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Figura 41. Anélise do indice mitogénico avaliado por morfometria das laminas coradas por imuno-histoquimica para
KI-67. Gréfico indica nicleos positivos por campo de grande aumento nos diferentes grupos analisados. *** indica

diferenca significativa p<0,0001.
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Morfologia renal aos dois meses

A avaliacdo da fibrose intersticial foi estudada pela coloragdo Tricromico de Masson,
Hematoxilina & Eosina e Picrosirius Red. No momento da colheita dos rins, observou-se que
alguns apresentavam irregularidades na superficie, parecendo pequenas granulacdes ou depressdes
na regido cortical. Aos dois meses ap6s a inducdo de isquemia e reperfusdo renal ja se pode
observar &reas de fibrose de graus variados nos cortes histolégicos de rim corados por H&E,
Tricrobmico de Masson e Picrosirius Red. A fibrose pode ser observada em todas as coloragdes
estudadas, no entanto utilizou-se o tricromico de Masson posteriormente para analise morfométrica,
pelo maior contraste de cor entre o tecido saudavel e o fibroso. A classificacdo feita pelo patologista
encontra-se no ANEXO 3, desses dados analisou-se a fibrose subcapsular e a fibrose intersticial
interna quanto a diferenca estatistica (Tabela 8). Nessa analise, observou-se um maior grau de
fibrose renal subcapsular nos grupos controle, hAAFSC VEGF e hAFSC HGF e maior grau de
fibrose intersticial interna nos grupos controle e hAFSC HGF. Esses dados estdo representados nas
figuras 42 e 43.

Tabela 8. Média e desvio padrdo dos escores de lesdo tubular aguda em cortes histologicos de ratos corados por H&E
nos diferentes grupos apds 48 horas de lesdo renal isquémica tratados com células mesenquimais estromais derivadas do
liquido amnidtico humano (hAFSC) transduzidas ou ndo com VEGF e HGF. *difere do sham(p< 0,05). Kruskal Wallis
pos teste Dunns.

Grupo Fibrose subcapsular Fibrose intersticial interna
Sham ou saudaveis 0,0£0,0 0,06+0,08

Controle 2,8+1,5% 3,24+1,15*

hAFSC 1,5+1,5 2,08+1,39

hAFSC VEGF +HGF 1,03310,79 1,66+1,08

hAFSC VEGF 2,7+1,3* 2,2+1,2

hAFSC HGF 2,8+2,02* 3,3+1,7*
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Figura 42. Fotos representativas da histologia renal 2 meses ap6s indu¢do de isquemia e reperfusdo por 50 minutos em
ratos. Cortes histoldgicos corados por Tricrdmico de Masson, evidenciando o colageno tipo | em azul utilizando
objetiva de 20X: sham (ratos operados, sem inducgdo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R tratados com
meio de cultivo; hAFSC, ratos com I/R tratados com células estromais mesenquimais derivadas do liquido amniético
humanas (hAFSC); hAFSC VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC
VEGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC
transduzidas com HGF (n=5 por grupo).
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Figura 43. Fotos representativas da histologia renal 2 meses ap6s indugdo de isquemia e reperfusdo por 50 minutos em
ratos. Cortes histolégicos corados por Picrosirius red. Foto capturada com luz polarizada e objetiva de 10X: sham
(ratos operados, sem inducdo de lesdo e sem tratamento; controle, ratos com I/R tratados com meio de cultivo; hAFSC,
ratos com I/R tratados com células estromais mesenquimais derivadas do liquido amniético humanas (hAFSC); hAFSC
VEGF + HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e HGF; hAFSC VEGF, ratos com I/R
tratados com hAFSC transduzidas com VEGF e hAFSC HGF, ratos com I/R tratados com hAFSC transduzidas com
HGF (n=5 por grupo).
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Analise morfométrica para fibrose renal

A avaliacdo da area de fibrose intersticial foi estudada pela coloragdo Tricrdmico de Masson.
Quando se comparou a area de fibrose nos diferentes grupos com grupo controle, observou-se uma
area significativamente menor (P<0,0001) no grupo hAFSC VEGF + HGF, sendo interessante
ressaltar que nos grupos AFSC VEGF e AFSC HGF observou-se uma éarea ainda maior de fibrose,
embora ndo significativa estastisticamente (Figura 44). A forma como foi realizada a mensuracéo

da area de fibrose esta reperesentada pela figura no ANEXO 4.

Analise Morfométrica do Tricromico de Masson
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Figura 44. Anélise da fibrose renal avaliada por morfometria das 1aminas coradas pelo tricromico de Masson. Grafico
indica porcentagem da area positiva por campo de grande aumento nos diferentes grupos analisados.* indica diferenga
comparado ao grupo hAFSC VEGF. *** indica diferenca significativa p<0,0001 quando comparado com todos 0s
outros grupos. ANOVA , pos teste Tukey.

Formacéao de tumor

No momento de colheita dos materiais para analise, observou-se um tumor cutaneo,
levemente aderido a musculatura de tamanho 2 cm X 0,9 cm em apenas um dos ratos do grupo
AFSC VEGF, nesse mesmo animal observou-se que o valor do VEGF sérico triplicou em relacéo a
um animal saudavel. Esse mesmo aumento significativo foi observado em outro animal do mesmo

grupo. O  tumor foi classificado por um  patologista como  hemangioma.
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4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, as CTs surgiram como uma ferramenta promissora na medicina
regenerativa. Suas caracteristicas de auto-renovacgdo e pluripoténcia sugerem que elas podem ser
Uteis para reparar o tecido lesionado e reconstruir érgdos danificados (STOCUM, 2001). O liquido
amniotico despertou recentemente o interesse de cientistas como uma fonte alternativa de células
pluripotentes. Sabe-se ha muito tempo da presenca de células maduras, ja diferenciadas, tais como
células musculares lisas, osteoblastos e células epiteliais do pulmdo (TSANGARIS et al., 2005) e
recentemente identificou-se a presenca de células progenitoras (DE COPPI et al., 2007). Estas
hAFSCs foram facilmente obtidas por meio de amniocentese, e teve a grande vantagem de evitar as
preocupacOes éticas associadas com o uso de ESCs, além de ser facilmente propagadas em cultivo,

mantendo a capacidade pluripotencial.

A aplicacdo de terapia celular requer importantes escolhas, entre elas a fonte, a qual devera
ser facil e rapidamente expandida em grandes quantidades, mantendo as suas caracteristicas
homogéneamente e livre de patdgenos ou xendgenos. De acordo com a literatura (DE COPPI et al.,
2007; PHERMTHAI, et al., 2010; ROUBELAKIS et al., 2011), focou-se esse estudo em dois
métodos diferentes de isolamento de hAFSCs para tratamento medico: a sele¢éo c-Kit (DE COPPI
et al., 2007) e a sele¢do mecanica, por meio de uma “célula de partida” para produgdo clonal
(PHERMTHAI, et al., 2010;. ROUBELAKIS et al., 2011). Seguindo o protocolo de Imunoselecéo
para c-kit, ndo foi possivel isolar uma populacdo homogénea de hAFSC como mostrado por uma
morfologia heterogénea das células em cultura e pela obtencao de populagdes com diferentes graus
de positividade para 0 marcador CD117, sendo entdo obtido apenas um enriquecimento de células
que expressassem este marcador. Além disso, esse método é apropriado apenas para pesquisa, uma
vez que € necessaria a utilizacdo de anticorpos criados a partir de animais. A fim de tornar as células
seguras para uso humano, preferiu-se o foco desse estudo na técnica de selecdo mecanica, método
no qual ndo se utilizam substancias xeno-imunoldgicas, permitindo o desenvolvimento e o
aprimoramento de um sistema de producao xeno-livre.

O estudo realizado por DE COPPI et al. (2007) estabeleceu uma linhagem celular utilizando
cultura celular primaria do liquido amnioético, isolamento das AFSC c-kits+ e a derivacdo de uma
linhagem clonal oriunda de uma unica celula. Utilizando o método de isolamento mecanico de uma
celula de partida, essas trés etapas podem ser combinadas em apenas um passo. Isso faz com que
esse protocolo seja simples e rapido de ser realizado. Além disso, a linhagem de células clonais
obtida do liquido amnidtico tem uma alta homogeneidade, como observado pela citometria de
fluxo. Dessa forma, esse método possibilita a selecdo especifica de uma linhagem que se aplique em

diferentes terapias médicas, de acordo com a necessidade de expresséo de diferentes marcadores de
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superficie e do tipo de lesdo. No caso desse estudo, selecionou-se uma linhagem que expressasse
CD117 e CD24, visto que o CD117 é um marcador de pluripoténcia e o CD24 de células
precursoras renais (PERIN et al., 2007).

Para a selecdo das células de partida em uma cultura primaria, utilizaram-se celulas que
estavam ativamente em proliferacdo, tendo a mesma morfologia e sendo equidistantes umas das
outras. A andlise da expressdo de clones derivados de células individuais de partida, determinada
pela analise FACS, documentou a presenca de marcadores mesenquimais como CD44, CD90,
CD73, CD29, HLA-ABC, CD105 e uma expressao de c-kit (CD117) e CD24 variaveis e auséncia
de marcadores CD hematopoiéticos (CD34 e CD45), assemelhando-se ao fendtipo das MSCs
descritas como critérios padrdo (DOMINICI al. de 2006). Para demonstrar ainda mais o potencial
de pluripotencialidade foi possivel diferenciar as hAFSCs em mudltiplas linhagens mesodérmicas
(adipogénica, osteogénica e condrogénica) em amostras originadas de todas as semanas

gestacionais.

O Oct-4 desempenha um papel critico na manutencéao da pluripoténcia e auto-renovacgéo das
ESCs (NIWA et al., 2000; PESCE & SCHOLER, 2001) e é especificamente expresso em células
tronco embrionarias (ESCs), mas também pode ser detectada em CTA tais como derivadas da
medula déssea de células mesenquimais estromais (POCHAMPALLY et al., 2004). Esperava-se que
todas as linhagens expressassem Oct-4, no entanto detectou-se esse a expressao desse gene somente
nas linhagens derivadas da 19° e da 22° semana, indicando que existe uma varia¢do grande entre as

amostras.

A fim de ser capaz de selecionar as células transduzidas, investigou-se um processo de
selecdo baseado na imunoselecdo por CD34. As experiéncias anteriores mostraram que a selecéo
baseada em genes de resisténcia quimioterapéuticos (Blasticidine, puromicina e higromicina)
resultou na morte de todas as células (transduzidas e ndo transduzidas, dados ndo mostrados). A
selecdo baseada em FACSorting usando eGFP é viavel, mas requer manipulacdo semi-estéril de
células e depende da disponibilidade desse equipamento de classificacdo celular. Como uma
alternativa explorou-se a selecdo MACS usando anticorpos magneticamente marcados. Como as
hAFSC ndo expressam o marcador hematopoiético CD34, optou-se por utilizar uma versdo truncada
da proteina CD como alvo para o anticorpo.

Um dos objetivos da terapia celular € utilizar as células-tronco como vetor para introduzir
genes terapéuticos em um Orgdo deficiente. Nesse estudo demonstrou-se que as hAFSCs
mecanicamente selecionadas sdo eficientemente transduzidas com o vetor lentiviral expressando
genes reporteres LacZ e GFP, e com genes terapéuticos HGF e VEGF, com nenhum efeito de

silenciamento ap0s mdltiplas passagens em cultura, além de ter conservado a expressdo de
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marcadores mesenquimais e do potencial de diferenciacdo. Observou-se inclusive que apoés
transducdo com VEGF, aumentou o potencial de diferenciagdo em linhagens osteogénicas e
condrogénicas das AFSCs, 0 que as torna interessantes para a terapia de afec¢des ortopédicas.

Comprovou-se a eficacia da transducdo das hAFSCs com VEGF e HGF por meio de PCR
em tempo real e imunofluorescéncia, obtendo-se uma superexpressdo de 121 vezes e 4451 vezes,
respectivamente. A elevada eficiéncia de infeccdo das AFSCs e sua capacidade de manter o
potencial mesenquimal ap6s a infeccdo faz dessas células candidatas ideais para aplicacdes de
terapia celular e génica.

O mecanismo de acdo da melhora da funcdo renal apds a terapia com células-tronco ainda
ndo foi totalmente elucidado. Alguns estudos sugerem que ocorra fusdo das MSCs com as células
tubulares residentes; outros estudos sugerem que as MSCs sdo capazes de se diferenciar em células
residentes renais, no entanto a acdo paracrina é a que tem sido mais aceita ultimamente, pela
secrecdo de fatores de crescimento, tais como VEGF, HGF e IGF-1, mediando uma acéo
antiapoptdtica e mitogénica (TOGEL et al., 2005; Bl et al. 2007). Assim como as MSCs, tem sido
documentada a secre¢do de niveis elevados de fatores de crescimento pelas AFSC, tais como o
VEGF, no entanto as MSCs tém uma secrecdo muito mais elevada do HGF.

A existéncia de um sistema progenitor renal em rins de mamiferos adultos leva os
pesquisadores a questionarem por que a capacidade regenerativa do rim manifesta somente em
alguns casos e por que a lesdo ndo leva & geragdo de novos néfrons, apesar da alta similaridade
estrutural e molecular, assim como ocorre em fetos de humanos e em peixes. ROMAGNANI (2009)
acredita que, provavelmente, isso ocorra devido a rapida interposicdo de tecido fibroso, o qual
confere uma vantagem de sobrevivéncia pela prevencdo de infeccdo e a desvantagem de prejudicar
a regeneracdo tecidual. O desvio entre a cicatrizagdo por regeneracao e a por formacdo de tecido
fibroso € principalmente controlada pela resposta imune, explicando porque fetos humanos, assim
COmMO 0S peixes, 0S quais possuem o sistema imune imaturo, cicatriza sem a formacéo de cicatriz e
pode gerar novos néfrons (MESCHER & NEFF, 2005; SAGRINATI et al., 2006). Dessa forma, a
inibicdo da inflamacdo e o retardamento do processo fibroso, permite que as células tubulares
proliferem e regenerem o rim, antes que ocorra deposicdo de colageno e matriz extracelular. Além
disso, ap0s evento isquémico renal ocorre microvasculopatia pds-isquémica, que € caracterizada por
edema das células endoteliais levando subsequentemente a oclusdo microvascular, em um
fendmeno de ndo-refluxo, o qual inibe a reperfusdo (PATSCHAN et al., 2012), dessa forma a
utilizacdo de uma terapia que module a inflamacdo, ird consequentemente ter um efeito
nefroprotetor, evitando a perpetuacdo da isquemia renal. Dada a importancia da inflamacdo na
patofisiologia da LRA (HUMPHREYS &, BONVENTRE, 2008), foi importante considerar

mecanismos imunomodulatorios, que ocasionaria uma renoprotecéo.
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A administracdo de proteinas recombinantes é limitada na prética clinica devido ao seu alto
custo. Em comparacdo com a administracdo de proteinas recombinantes, a terapia genética tem a
vantagem de poder sustentar a expresséo do gene (SUZUMURA et al., 2008). Estudos recentes tém
estabelecido sistemas de distribuicdo de varios genes de fibrose tecidual por meio de manipulacao
genetica (YANG et al., 2001; SUZUMURA et al., 2008). No entanto, devido as limitacbes proprias
dos sistemas virais e ndo-virais, a sua utilizagdo clinica é também limitada. Portanto, a partir de um
ponto de vista clinico, necessita-se de um método de transferéncia genética segura que alcance uma
expressao em longo prazo. Esta entrega de gene utilizando o sistema ex vivo tem varias vantagens.
Primeiro, a eficiéncia de transducdo; a duracdo da expressédo tanto de HGF quanto de VEGF in vivo
é controlavel, visto que as MSCs administradas ndo sobrevivem por muito tempo apés transplante.
Em segundo lugar, o transplante das células alvo ap6s a transducao de genes in vitro evita o contato
direto com o virus no corpo, diminuindo uma potencial toxicidade.

A diminuicdo de células transduzidas com HGF tCD34+ apds imunoselecdo e algumas
semanas em cultura indica que as células positivas foram afetadas de alguma forma, ou pela
diminuicdo da sua taxa proliferativa ou devido a inducdo de apoptose. Ocorreu aumento em 4451
vezes o valor de expressdo de HGF nas hAFSC apds transdugdo com vetores lentivirais codificando
HGF tCD34. Possivelmente o valor absoluto de secrecdo de HGF ndo é tdo elevado, visto que, ao
contrario das MSCs da medula 6ssea, as AFSCs quase nao secretam HGF (HAUSER et al., 2010) e
0 PCR em tempo real foi realizado tendo as AFSCs como controle. Possivelmente ocorreu um
aumento na porcentagem de células positivas visto que as hAFSC VEGF apresentaram uma taxa de
crescimento maior do que a sua forma in natura.

Foi possivel aumentar o nivel de expressdo de VEGF e HGF mantendo-se as caracteristicas
tronco da linhagem celular utilizada, incluindo a mesma imunofenotipagem e mesmo potencial de
diferenciacdo. Utilizar células tronco transgénicas teve a vantagem de ter um efeito sinérgico pelo
tratamento celular e génico, provendo uma maior secrecdo de dois dos mais importantes fatores de
crescimento para a regeneragao renal. Dessa forma, o VEGF atuou na angiogénese, mitogénese e no
efeito antiapoptoético e o HGF atuou principalmente no retardo da ativacdo de miofibroblastos e
consequentemente da fibrose renal.

O processo de reparo da lesdo requer a capacidade de diminuir a velocidade de resposta
fibrotica (ROMAGNANI et al., 2009), pela diminuicdo da inflamag&o e imunomodulagédo, dando
tempo para que as células progenitoras proliferem e possam regenerar o tecido e a0 mesmo tempo
prevenir o acimulo de matriz extracelular por meio de secre¢do de fatores de crescimento. Dessa
forma, a terapia celular nesse estudo teve como objetivo modular a inflamagdo e prover uma
concentragédo ainda maior dos principais fatores de crescimento para a regeneragéo renal.

A lesdo por isquemia e reperfusdo é uma das causas da LRA e ela ocorre em diversas
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situacBes clinicas, incluindo o transplante renal, cirurgia da artéria renal, cirurgia da aorta
suprarrenal e certos estados hipotensivos. O efeito a longo prazo na lesédo de I/R tem sido de
especial interesse no transplante renal (VANES et al., 1983; GJERTSONDW, 1991), visto que 0
0rgdo apods a remocdo do doador rapidamente desenvolve sinais de isquemia, apesar do adequado
resfriamento e uso de fluidos preservativos (GUELER et al., 2004). O tempo de isquemia renal de
50 minutos utilizado nesse estudo foi efetiva para causar a lesdo, caracterizado pelo aumento
significativo da creatinina, um dos exames mais utilizados para determinacdo da funcdo glomerular
(FINCO, 1971; DIBARTOLA, 1997), sendo que seu aumento ocorre quando pelo menos 75% dos
néfrons estdo afuncionais, ou seja, houve lesdo generalizada dos rins nesse estudo.

Inicialmente considerou-se o transplante celular por via intrarrenal, pelo fato de ser proxima
ao 6rgdo alvo (BANTUBUNGI et al., 2008), no entanto tem sido observado que as células
transplantadas por essa via frequentemente morrem antes de uma contribuicdo significante na
resposta de cura devido a limitada difusdo de nutrientes e oxigénio (MUSCHLER et al., 2004).
Dessa forma, optou-se pela administracdo da terapia celular o mais proximo possivel da artéria
renal, por possuir maior chance de enxertia de uma alta concentragdo de células dentro da area de
interesse, além de prevenir o homing de células transplantadas para outros tecidos sdo desejaveis.

Considerou-se a insercao do cateter de forma normdgrada (cranio-caudal), pelo fato de as
celulas serem administradas na mesma direcdo do fluxo sanguineo, no entanto observou-se que a
extremidade do cateter ficava além das artérias renais, além de ser necessaria uma maior dissecacao
da aorta, visto que na regido suprarrenal o acesso € mais dificil. Dessa forma, optou-se pela insercao
retrograda do cateter, de forma que a extremidade do cateter ficasse imediatamente cranial as
artérias renais. A colocacdo dos clampes tanto na aorta, caudal aos rins e na artéria renal
contralateral ao rim alvo, permitiu que o Unico direcionamento possivel fosse a artéria renal do lado
em questdo, distribuindo de forma homogénea a tinta nanquim.

Ocorreu a morte de trés ratos alguns minutos ap6s a administracdo das hAFSCs HGF em
trés ratos. Acredita-se que a causa seja a obstrucdo vascular de um vaso importante, possivelmente
pela diminuicdo significativa da velocidade sanguinea nos vasos ap6s a administracdo das MSCs ja
documentada (FURLANI et al., 2009), além de ter sido observado que as hAFSCs transduzidas com
HGF apresentaram um aumento de volume celular, o que pode ter favorecido o embolismo nesses
animais. Por meio de angiografia observou-se reducdo do fluxo sanguineo apos transplante celular,
bem como evidéncias de obstru¢cdo microvascular, alertando os médicos para uma possivel
limitacdo de administracdo sistémica ou intra-arterial de MSCs (WALCZAK et al., 2008;
FURLANI et al., 2009).

Para determinar se as hAFSCs transplantadas iriam migrar e enxertar no rim lesionado,

injetaram-se AFSC marcadas com Lac-z; alguns pesquisadores tém comprovado que as MSCs
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enxertam no rim apos evento isquémico, sendo que essas taxas sao muito baixas (LIN et al., 2003) e
maiores em transplante autélogo e alégeno (TOGEL et al., 2009). Decidiu-se realizar o transplante
celular 6 horas apds a inducdo da lesdo para que houvesse a secrecdo dos fatores quimiotaticos no
rim lesionado, os quais estimulam a migracdo das MSCs. Ainda assim, ndo foi possivel identificar
nenhuma célula marcada nos cortes histoldgicos analisados no tecido renal, sendo observado
somente no pulméo e baco. Acredita-se que o efeito observado apds a terapia celular foi devido a
secrecdo de fatores sollveis das células presentes em outros 6rgdos, no entanto acredita-se que as
hAFSC que eventualmente tenham enxertado no rim tenham entrado em apoptose, pois apesar de as
MSC apresentarem quimiotaxia pelos locais de inflamacédo, este microambiente hostil do tecido
lesado, incluindo a isquemia e a fibrose, pode diminuir a sobrevida das MSCs exdgenas (SY et al.,
2011). TOGEL et al., (2008) também observaram reducdo continua das MSCs marcadas com
luciferina detectadas por bioluminescéncia. Os autores justificaram essa reducdo pela continua
apoptose, visto que ndo se observou o deslocamento dessas células para outras regides.

A renovacdo das células tubulares basais renais é excessivamente baixo e parece ocorrer
pelas células epiteliais tubulares terminalmente diferenciadas (VOGETSEDER et al., 2005). Ainda
que em taxas menores do que os grupos hAFSC e hAFSC VEGF+HGF, observou-se proliferacao
das células tubulares mesmo nos animais controles, da mesma forma como relatado por outros
autores que observaram que epitélio tubular regenera apds lesdo renal aguda e que células tubulares
diferenciadas proliferam e migram para repor as células vizinhas que sofreram apoptose (LIU et al.,
2005; DUFFIELD et al., 2005; LIU & BRAKEMAN, 2008). Isso reflete a habilidade intrinsica de
sobrevivéncia das células tubulares para se adaptar a perda das células adjacentes por meio de
desdiferenciacao e proliferacdo, com o intuito de repor as células que morreram com o insulto renal.
Levando em consideracdo a alta capacidade de proliferacdo das células tubulares no rim lesado,
acredita-se que as proprias células tubulares séo a fonte do reparo do néfron (BONVENTRE, 2003).

Estudos foram realizados comparando a aplicagdo intravenosa sistémica e a aplicag¢do direta
na artéria renal, sendo observada uma maior melhora mais pronunciada na fun¢do renal quando
administradas arterialmente (TOGEL et al., 2008; ZONTA et al.,, 2010). Outro estudo em
camundongos realizado por SCHREPFER et al. (2007) demonstrou que a aplicagdo por via
sistémica intravenosa ndo era apropriada para atingir os seus locais de inflamagdo. ZONTA et al.
(2010) acreditam que isso tenha ocorrido pelo fato de haver maior migracdo de células para outros
orgdos quando aplicado por essa via. Atualmente acredita-se que essa migracdo ocorra
principalmente devido ao tamanho das CTs serem maiores que 0s pequenos capilares pulmonares,
formando um filtro e prendendo as células no pulmao (SCHREPFER et al., 2007; FISCHER et al.,
2009). Assim como observado por outros autores (BARBASH et al., 2003; RUSTER et al., 2006),
as AFSC administradas nesse estudo localizavam-se principalmente no pulméo e baco apos 24 do
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transplante celular. BARBASH et al. (2003) explicaram o elevado encarceramento pulmonar de
células sistemicamente infundidas, devido ao seu grande volume celular comparado aos
microcapilares pulmonares (BARBASH et al., 2003). No estudo realizado por WALCZAK et al.
(2008) o tamanho das MSCs variou entre 20 e 50 um e, embora as células fossem capazes de
ultrapassar a barreira intravascular, ocorreu o aprisionamento na vasculatura em 17% dos animais,
indicando risco evidente de oclusdo vascular (WALCZAK et al., 2008).

Em modelos animais, existe uma relagdo direta entre a rarefacdo dos capilares peritubulares
e 0 desenvolvimento de cicatrizes glomerulares e tubulointersticiais. Ocorre reducdo da densidade
capilar apds um més do evento isquémico e ndo ha evidéncias de resolucdo apos esse periodo,
possivelmente em decorréncia da diminuicdo da expressao de fatores angiogénicos e o aumento da
expressao de inibidores da angiogénese (BASILE et al., 2008). Alguns pesquisadores acreditam que
isso favoreca subsequentemente o desenvolvimento de fibrose intersticial (BASILE et al., 2001;
BASILE et al., 2007). Essa lesdo é progressiva visto que o aumento da fibrose ira
consequentemente comprometer a microvasculatura, diminuicdo da oxigenacao e os nutrientes para
as células tubulares, aumento do estresse oxidativo tubular e da lesdo das células tubulares,
possivelmente interferindo com o processo regenerativo e levando a uma maior fibrose (BASILE et
al.,, 2007). Dessa forma parece ser interessante a terapia de reposicdo de VEGF, o qual
possivelmente aumenta a neovascularizacdo e diminui a inflamacdo (BASILE et al., 2008) e
consequentemente a fibrose, influenciando tanto a curto prazo na recuperagao renal pelo aumento
da proliferacéo tubular, como evitando a progressédo para DRC.

Em um modelo de leséo renal induzido por cisplatina, trataram-se camundongos com ESC
transduzida com VEGF, levando a um beneficio na recuperacdo renal ainda maior do que as ESC
ndo transduzidas. Esses efeitos foram relacionados ao aumento da densidade microvascular e da
mitose e ao menor indice de apoptose (YUAN et al., 2011). Apesar de serem descritos diversos
beneficios do VEGF, observou-se nesse estudo uma lesdo renal mais pronunciada do que o controle
no grupo tratado com hAFSC VEGF, tanto em relacdo a funcdo renal quanto a necrose tubular.
Possivelmente em decorréncia de uma dose muito elevada de VEGF, tornando-se tdxico. Visto que
0 volume celular das hAFSCs transduzidas com VEGF serem ainda menores do que as AFSCs nédo
transduzidas, descarta-se a ocorréncia de fibrose por embolismo das arteriolas renais. CHADE
(2012) citou alguns possiveis riscos associados ao uso de VEGF, principalmente quando em altas
doses, entre elas o risco de hipotensdo, visto que esse fator de crescimento € um potente
vasodilatador; além de aumentar a permeabilidade dos neovasos, diminuindo a sua funcionalidade e
permitindo o maior extravasamento de citocinas inflamatorias para o espaco extracelular e ainda
pelo risco de formacdo de tumores e arterioesclerose.

Quando mensurou-se a concentragdo sérica de VEGF por ELISA ndo observou-se um

102



aumento significativo nos grupos tratados comparado com o grupo controle. Pelo fato de o VEGF
ser um mediador paracrino, niveis sisttmicos podem néo refletir adequadamente alteracdes no
VEGF localmente. Além disso, a determinacdo do nivel sérico ou plasmético do VEGF pode alterar
no momento da colheita, pela sua liberacdo pelas plaquetas e leucdcitos (SCHRIJVERS et al.,
2004), podendo ser um dos motivos de ndo ter sido observada elevacdo significativa pelo teste
ELISA do VEGF sérico nos grupos nos quais esperava-se uma elevacdo desse fator de crescimento:
hAFSC VEGF e hAFSC VEGF + HGF.

Observou-se um efeito benéfico da terapia com hAFSC observado pela melhora na fungédo
renal e menor indice fibrético a longo prazo, no entanto obteve-se um efeito ainda melhor quando
associoram-se as hAFSCs transduzidas com VEGF e HGF. Ja em 24 h observou-se o efeito
renoprotetor, pela reducéo significativa da creatinina tanto no grupo AFSC quanto no grupo AFSC
VEGF+HGF. Em 48h esse efeito foi ainda mais pronunciado no grupo AFSC VEGF +HGF,
observado pela diferenca altamente significativa do valor de creatinina em relacdo ao grupo
controle, provavelmente em decorréncia do efeito mitogénico, indicando regeneracao.

Houve um aumento significativo da mitose nos tubulos renais nos grupos hAFSC VEGF
+HGF e no grupo hAFSC VEGF, indicado pela maior expressdo de Ki-67. Associou-se esse maior
numero de células positivas nesses grupos ao estimulo causado pelo VEGF, visto que se sabe que
esse fator de crescimento é mitogénico, estimulando a mitose até mesmo no grupo hAFSC VEGF
no qual havia necrose tubular intensa. O maior indice nesse grupo ndo foi devido a presenca de
miofibroblastos que também expressam marcadores mitogénicos (FORBES et al., 2000), visto que
quantificaram-se apenas as células positivas presentes nos tubulos renais. Apesar do HGF ser
também descrito como mitogénico (OHMICHI et al., 1996), ndo foi possivel observar esse efeito
por meio de anélise imuno-histoquimica.

Estudos recentes sugeriram que o HGF é uma potente proteina renotrépica que desempenha
um papel critico na promocdo da reparacdo e na regeneracdo tubular renal apds os estimulos
nocivos (KAWAIDA et al., 1994; MILLER et al., 1994; NIGAM et al., 2000; VARGAS et al.,
2000), e é um potente fator de sobrevivéncia protegendo as células epiteliais tubulares renais da
apoptose (YANG et al., 2001; KUAN, 2008). HGF é descrito como um dos fatores de crescimento
mais importantes para a inibicdo de fibrose renal, visto que tem efeito anti-inflamatério pela
supressdo das células NK e do TNF-a (GONG et al., 2006). Outro efeito do HGF que diminui a
ocorréncia de fibrose ¢ a modulagdo do equilibrio entre a sintese de matriz extracelular e a sua
degradacdo pelo aumento da expresséo de metaloproteinases de matriz (MMP) e reducdo da
producdo de inibidores de MMP (MIZUNO et al., 2000). Adicionalmente, o HGF tem efeito
antagbnico ao TGF-B1, o qual inibe a proliferacao das células dos tubulos renais in vitro e estimula

a formacdo de matriz extracelular, agregagédo celular e apoptose (NOWAK et al., 1996) além de
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diminuir a sintese de genes associados com a matriz extracelular (fibronectina e colageno 1V).

Ja havia sido realizada a transdugdo de MSC com HGF, no entanto utilizando vetores
adenovirais (YU et al., 2008; CHEN et al., 2011), os quais apresentam expressao transiente de HGF.
Quando se injetaram-se 1x10° MSCs derivadas do corddo umbilical transduzidas com HGF,
utilizando vetores adenovirais em ratos com lesdo I/R houve melhora significativa da funcéo renal
somente 72 horas apds o tratamento comparado com 0s outros grupos, caracterizado pelo efeito
mitogénico, antiapoptotico e anti-inflamatorio desse fator de crescimento (CHEN et al., 2011). LIU
et al. (2011) também observaram a prevencao da fibrose renal em modelos de obstrucéo ureteral
unilateral em MSC transduzida com HGF, sendo observado esse mesmo resultado em
camundongos com lesdo renal espontanea, no qual o HGF inibiu o TGF- 1 (MIZUNO et al., 1998).

Em ratos tratados com HGF humano e de ratos por 28 dias, observou-se proteindria,
albumindria e hipertrofia glomerular apenas quando se administrou HGF humano, além do depdsito
de anticorpos contra HGF humanos em areas mesangiais e de estimular a producdo de TGF-f1.
Esses autores concluiram que esse efeito ocorre mediado por deposicdo de imuno-complexos
(MIZUNO et al., 2011). Esse mesmo efeito foi observado por IDO et al. (2011) quando o HGF foi
administrado por 14 dias, sendo observado que a lesdo ocorre de maneira dose-dependente.
Observou-se proteinaria e albumindria a partir de quatro dias ap6s o inicio do tratamento, no
entanto sem que houvesse aumento de ureia e creatinina. Os valores de proteina e albumina
retornaram aos valores basais apds a interrup¢do do tratamento, no entanto ocorreram alteracoes
histologicas, tais como deposicdo hialina nos glomérulos e tubulos e hipertrofia renal. No presente
estudo também se observou aumento da necrose tubular e de cilindros hialinos no grupo tratado
com 1x 10° hAFSC HGF. Acredita-se que isso tenha ocorrido por duas hipdteses: formacio de
embolismo renal, ja que trés animais morreram imediatamente apds o transplante celular e
observou-se aumento do volume celular nas hAFSC HGF favorecendo a ocluséo vascular, ou uma
dose toxica de HGF, ja que esse efeito ndo foi observado no grupo tratado com metade do namero
de hAFSC HGF. Existe ainda a possibilidade de ter ocorrido deposi¢cdo de imunocomplexos, ja que
as hAFSC administradas foram transduzidas com HGF humano.

A reducgdo na expressdo de a-SMA e TGF-p ¢ indicadora de inibi¢do da fibrose, visto que 0s
miofibroblastos aumentam a deposicdo de matriz extracelular, levando a atrofia tubular e
glomerular e 0 TGF- B1 ¢ um mediador central que regula a transdiferenciagdo de células epiteliais
tubulares em miofibroblastos a-SMA-positivos (EFSTRATIADIS et al., 2009). Observou-se
redugdo da expressdo de a-SMA e TGF-f em 48h nos grupos hAFSCs , hAFSC VEGF+HGF e
hAFSC HGF, coincidindo o resultado com a fibrose intersticial aos dois meses nos grupos hAFSC e
hAFSC VEGF+HGF, mas ndo no grupo hAFSC HGF indicando que provavelmente nesses animais
a fibrose ocorreu por outra via ou inicialmente o HGF pode inibir o TGF- B1, no entanto apo6s o
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periodo de avaliacdo, perdeu-se o equilibrio entre esses fatores de crescimento em decorréncia da
intensa necrose tubular, ocorrendo  liberacdo de TGF-B1 pelas células inflamatérias e
consequentemente inibindo a transcricdo do gene HGF (INOUE et al., 2002), desenvolvendo o
processo fibroso (HAYASHI et al., 2010). Outros grupos também observaram a reducdo da
expressdo de TGF- Bl ¢ a-SMA em ratos em que se induziu DRC pelo modelo nefrectomia 5/6
quando administraram-se plasmideos expressando HGF (WANG et al., 2011).

Visto que a efetividade terapéutica das MSCs em lesdes renais agudas é mediada
primariamente por um mecanismo paracrino, a presenca prolongada das MSCs no local de leséo
poderia melhorar ainda mais a efetividade das células administradas (TOGEL et al., 2008). Dessa
forma, estratégias que aumentem o indice de adesdo e enxertia e a quimiotaxia para diferentes
6rgdos alvos estdo em desenvolvimento e incluem a engenharia genética de propriedades de
superficie (SACKSTEIN et al., 2008).

Sugere-se maior investigacdo do efeito deletério observado pela administracdo de 1x10°
AFSC transduzidas tanto com VEGF e quanto com HGF no tratamento de leséo renal isquémica.
Caso esse efeito ocorra devido a uma eventual dose toxica desses fatores de crescimento, indicam-
se exames para mensurar a secrecdo desses pelas AFSCs, sendo entdo possivel calcular uma dose
terapéutica. Essa dose seria individual, dependendo da linhagem utilizada, visto que depende da
porcentagem de células eficientemente transduzidas, e que estejam secretando tais proteinas.

Apesar de ndo ter sido até o momento relatada a ocorréncia de tumores apds administracdo
de AFSC, observou-se nesse estudo ....A formacdo do tumor cutaneo em um rato do grupo VEGF
pode ter sido ao acaso, ou em decorréncia das altas concentracdes de VEGF. E necesséria a
realizacdo de testes, tais como HLA-AB, para avaliar se as hAFSC estariam presentes na massa
tumoral, confirmando que as células transplantadas foram a causa desse tumor. Nesse mesmo
animal e em outros dois animais do mesmo grupo observaram-se altas concentracdes de VEGF
detectado por ELISA. Sabe-se que massas tumorais secretam VEGF (PINEDO et al., 2000),
sugerindo dessa forma, que pode ser que outros animais apresentassem massas tumorais que nao
foram observadas quando se realizou a eutanasia. Outra possibilidade ¢ que algumas hAFSCs
VEGF transplantadas teriam enxertado em algum 6rgdo e estariam secretando VEGF.

Apbs o transplante renal observa-se a ocorréncia de fibrose intersticial e atrofia tubular, o
que leva posteriormente a perda e a disfuncdo do aloenxerto (PARK et al., 2010). Essa fibrose
intersticial esta associada ndo somente ao uso de imunossupressores e pela rejeicdo, mas também
devido a leséo de I/R (BASILE et al., 2001), o que pode ocasionar atraso no retorno da funcéo do
enxerto e até mesmo da sobrevivéncia do 6rgédo transplantado (YARLAGADDA et al., 2009). Dessa
forma, a terapia celular com AFSC transduzida com VEGF e HGF poderia ser util em casos de

transplante renal por modular a fibrose no ¢&rgdo transplantado, por meio de maior
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neovascularizacéo e inibicdo de TGF-B1 do que as AFSCs nao transduzidas.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados, pode-se concluir que a terapia celular utilizando a associacdo das
células mesenquimais estromais derivadas do liquido amnidtico humanas transduzidas (AFSC) com
VEGF e HGF resultou em efeito renoprotetor ainda maior do que sua forma ndo transduzida apos
evento isquémico em ratos, observado tanto a curto prazo, pelo maior indice mitogénico, melhor
funcdo renal e inibicdo de genes fibrogénicos, quanto a longo prazo pelo menor indice fibrotico. A
acdo mitogénica ocorreu pelo secrecdo de VEGF e a acéo antifrotica pela secrecdo de HGF, fazendo
dessa associacao interessante para casos isqUémicos renais, tais como casos de cirurgias extensas

hipotensivas ou transplante renal.
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7.ANEXOS

Anexo 1- Sequenciamento do plasmideo codificandoVEGF

ATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCATTGGAGCCTTGCCTTGCTGCTCTACCTCCACCAT
GCCAAGTGGTCCCAGGCTGCACCCATGGCAGAAGGAGGAGGGCAGAATCATCACGAAGTG
GTGAAGTTCATGGATGTCTATCAGCGCAGCTACTGCCATCCAATCGAGACCCTGGTGGAC
ATCTTCCAGGAGTACCCTGATGAGATCGAGTACATCTTCAAGCCATCCTGTGTGCCCCTG
ATGCGATGCGGGGGCTGCTGCAATGACGAGGGCCTGGAGTGTGTGCCCACTGAGGAGTCC
AACATCACCATGCAGATTATGCGGATCAAACCTCACCAAGGCCAGCACATAGGAGAGATG
AGCTTCCTACAGCACAACAAATGTGAATGCAGACCAAAGAAAGATAGAGCAAGACAAGAA
AATCCCTGTGGGCCTTGCTCAGAGCGGAGAAAGCATTTGTTTGTACAAGATCCGCAGACG
TGTAAATGTTCCTGCAAAAACACAGACTCGCGTTGCAAGGCGAGGCAGCTTGAGTTAAAC
GAACGTACTTGCAGATGTGACAAGCCGAGGCGGTGA
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Anexo 2- Sequenciamento do HGF

ATGTGGGTGACCAAACTCCTGCCAGCCCTGCTGCTGCAGCATGTCCTCCTGCATCTCCTC
CTGCTCCCCATCGCCATCCCCTATGCAGAGGGACAAAGGAAAAGAAGAAATACAATTCAT
GAATTCAAAAAATCAGCAAAGACTACCCTAATCAAAATAGATCCAGCACTGAAGATAAAA
ACCAAAAAAGTGAATACTGCAGACCAATGTGCTAATAGATGTACTAGGAATAAAGGACTT
CCATTCACTTGCAAGGCTTTTGTTTTTGATAAAGCAAGAAAACAATGCCTCTGGTTCCCC
TTCAATAGCATGTCAAGTGGAGTGAAAAAAGAATTTGGCCATGAATTTGACCTCTATGAA
AACAAAGACTACATTAGAAACTGCATCATTGGTAAAGGACGCAGCTACAAGGGAACAGTA
TCTATCACTAAGAGTGGCATCAAATGTCAGCCCTGGAGTTCCATGATACCACACGAACAC
AGCTTTTTGCCTTCGAGCTATCGGGGTAAAGACCTACAGGAAAACTACTGTCGAAATCCT
CGAGGGGAAGAAGGGGGACCCTGGTGTTTCACAAGCAATCCAGAGGTACGCTACGAAGTC
TGTGACATTCCTCAGTGTTCAGAAGTTGAATGCATGACCTGCAATGGGGAGAGTTATCGA
GGTCTCATGGATCATACAGAATCAGGCAAGATTTGTCAGCGCTGGGATCATCAGACACCA
CACCGGCACAAATTCTTGCCTGAAAGATATCCCGACAAGGGCTTTGATGATAATTATTGC
CGCAATCCCGATGGCCAGCCGAGGCCATGGTGCTATACTCTTGACCCTCACACCCGCTGG
GAGTACTGTGCAATTAAAACATGCGCTGACAATACTATGAATGACACTGATGTTCCTTTG
GAAACAACTGAATGCATCCAAGGTCAAGGAGAAGGCTACAGGGGCACTGTCAATACCATT
TGGAATGGAATTCCATGTCAGCGTTGGGATTCTCAGTATCCTCACGAGCATGACATGACT
CCTGAAAATTTCAAGTGCAAGGACCTACGAGAAAATTACTGCCGAAATCCAGATGGGTCT
GAATCACCCTGGTGTTTTACCACTGATCCAAACATCCGAGTTGGCTACTGCTCCCAAATT
CCAAACTGTGATATGTCACATGGACAAGATTGTTATCGTGGGAATGGCAAAAATTATATG
GGCAACTTATCCCAAACAAGATCTGGACTAACATGTTCAATGTGGGACAAGAACATGGAA
GACTTACATCGTCATATCTTCTGGGAACCAGATGCAAGTAAGCTGAATGAGAATTACTGC
CGAAATCCAGATGATGATGCTCATGGACCCTGGTGCTACACGGGAAATCCACTCATTCCT
TGGGATTATTGCCCTATTTCTCGTTGTGAAGGTGATACCACACCTACAATAGTCAATTTA
GACCATCCCGTAATATCTTGTGCCAAAACGAAACAATTGCGAGTTGTAAATGGGATTCCA
ACACGAACAAACATAGGATGGATGGTTAGTTTGAGATACAGAAATAAACATATCTGCGGA
GGATCATTGATAAAGGAGAGTTGGGTTCTTACTGCACGACAGTGTTTCCCTTCTCGAGAC
TTGAAAGATTATGAAGCTTGGCTTGGAATTCATGATGTCCACGGAAGAGGAGATGAGAAA
TGCAAACAGGTTCTCAATGTTTCCCAGCTGGTATATGGCCCTGAAGGATCAGATCTGGTT
TTAATGAAGCTTGCCAGGCCTGCTGTCCTGGATGATTTTGTTAGTACGATTGATTTACCT
AATTATGGATGCACAATTCCTGAAAAGACCAGTTGCAGTGTTTATGGCTGGGGCTACACT
GGATTGATCAACTATGATGGCCTATTACGAGTGGCACATCTCTATATAATGGGAAATGAG
AAATGCAGCCAGCATCATCGAGGGAAGGTGACTCTGAATGAGTCTGAAATATGTGCTGGG
GCTGAAAAGATTGGATCAGGACCATGTGAGGGGGATTATGGTGGCCCACTTGTTTGTGAG
CAACATAAAATGAGAATGGTTCTTGGTGTCATTGTTCCTGGTCGTGGATGTGCCATTCCA
AATCGTCCTGGTATTTTTGTCCGAGTAGCATATTATGCAAAATGGATACACAAAATTATT
TTAACATATAAGGTACCACAGTCATAG
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ANEXO 3- Escores de lesdo avaliados em cortes histologicos renais corados por H&E apds 48
horas de isquemia e reperfuséo renal.

Rato | Grupo DT | CH [ NT | IMI | MIT

34 AFSC 2 [25115]| 0 1-5\HPF
35 | AFSC 15105 1 |05 1-3\HPF
41 AFSC 15| 3 3 0 1-5\HPF
42 | AFSC 05| 2 |15] 0 | 1-3\HPF
51 | AFSC 05(15]| 2 0 | 1-2\HPF
52 | VEGF 05|45 ]| 4 0 | 1-3\HPF
53 | VEGF 0 4 4 |1 05| 1\HPF
54 VEGF 15145125 1 1-3\HPF
57 Control 2 4 4 2 | 1-4\HPF
60 HGF 05| 4 4 | 15| 1-3\HPF
61 Control 15125 2 0 | 1-3\HPF
62 Control 15| 5 (15| 0 | 1-2\HPF
63 Control 2 |45 2 1 1-3\HPF
64 HGF 1 (45| 2 | 05| 1-9\HPF
65 HGF+VEGF | 1 2 1 |25 | 1-2\HPF
66 HGF+VEGF | 2 2 1 05| 1-2\HPF
67 HGF 3 5 35|25 1-4\HPF
68 HGF 2 |35 3 |05]| 1\HPF
69 HGF 15125 1 0 1\HPF
70 VEGF 1 2 15| 2 1-3\HPF
71 | VEGF 2 3 125]05 | 1-2\HPF
712 HGF+VEGF | 25 | 4 3 2 1-3\HPF
73 HGF+VEGF | 25| 2 1 |15 1-4\HPF
74 HGF+VEGF | 25 | 4 3 |15 1-3\HPF
75 Control 15| 5 [ 35| 25| 1-3\HPF
76 sham 0 0 0 0 0

77 sham 0 0 0 0 0

78 sham 0 0 0 0 0

DT: dilatacdo tubular; NT:
mitoses.

necrose tubular; CH: cilindros hialinos; IMI: infiltrado mononuclear intersticial; MIT:
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ANEXO 2 — Imagem da anélise morfométrica para quantificacdo de células positivas pra KI-67.
Observar que as células ja contadas ficam marcadas para que ndo seja duplamente quantificada.
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N°rato | DT NT CH IMI PFI PFSC ECG AG
19 0 0 0 0 0 0,2 0 0
20 3* 0 0 3,5 3 2 0,5 0,2
21 2* 0 0,2 3 3 2 0,5 0,5
22 0,5 0 0,2 0,5 1 1 0,5 0,5
23 1* 0 0 15 2 0,5 0,5 0,5
24 0,5* 0 0,2 1 0,5 0 0,5 0,5
25 0,5* 0 0 15 1 0,5 0,5 0,2
26 0,5* 0 0 1 0,5 0 0,2 0,2
27 1,5* 0 0 2,5 2 0,5 0,5 0,2
28 1,5* 0 0 15 15 1 1 1
29 1,5* 0 1 3,5 4 3,5 2 15
30 1,5* 0 0,5 3 3,5 3,5 1 0,5
31 1,5* 0 0,2 3,5 4 4 1 0,5
32 0,8 0 0 1 15 2 1 0,5
33 1 0 0 2,5 2,5 0,5 15 0,8
36 1* 0 0 2,5 15 3 1 0,5
38 1 0 0 15 2,5 0,5 0,5 1
39 3* 0 0 0,5 0,5 0,5 1 0,5
43 1,5* 0 0 3 4 4 15 1
44 2* 0 15 35 3,5 2 15 1
45 1,5* 0 0,2 3,5 3,5 2,5 2 15
46 1,5* 0 0,5 35 4 45 2 1
48 2% 0 0,2 4 3 3 1 0,5
49 15* 0 0 2,5 3,5 4 0,2 0,2
50 2* 0 0,2 35 2,5 3 0,5 0,2
58 4 5% 0 2 5 5 5 2 1
Sham1 |0 0 0 0 0 0 0 0
Sham 2

Sham 3

ANEXO 3 - Escores de lesdo avaliados em cortes histoldgicos renais corados por H&E ap6s dois
meses de lesdo por isquemia e reperfusdo renal.

DT: dilatagdo tubular; NT: necrose tubular; CH: cilindros hialinos; IMI: infiltrado mononuclear intersticial; PFI:
proliferacdo fibrosa interna; PFSC: proliferacdo fibrosa subcapsular; ECG: espessamento da capsula glomerular; AT:
atrofia glomerular. * indica dilatago acentuada dos tubulos (hidronefrose).
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ANEXO 4- Imagem da analise morfométrica para Tricrdmico de Massom. Mensuracéo da area de
fibrose.

[if Results =@
File Edit Font Results |
[area |Mean [StdDev [Mode [Min [Max [intDen [%Area [RawintDen | A

8 222089 255
9 552893 255
10 265665 255
11 299378 255
12 301117 255
13 257274 255

siness Toen

255 255 255 56632695 15445 56632695
255 255 255 140987715 38450 140987715
255 265 2565 67744575 18475 67744575
255 255 2565 76341390 20820 76341390
255 255 265 76784835 20940 76784835
255 17.891

Blo cooooo
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