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SANTOS, BS. Transplante de células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo no tratamento de doenca renal aguda em ratos.
[Dissertacdo de Mestrado]. Vila Velha: Pos-Graduagcdo em Ciéncia Animal,
UVV — Universidade Vila Velha, 2012.

RESUMO

Estudos tém sugerido que o transplante de células-tronco mesenquimais
contribui para a regeneragcdo renal, principalmente, por mecanismos
paracrinos. Norteados por essa afirmacdo, o trabalho objetivou avaliar a
reparacao renal em ratos acometidos por infarto renal induzidos por obstrucao
do fluxo sanguineo da artéria renal e tratados por transplante de células-
tronco mesenquimais, apos 24 ou 48 horas da isquemia. Para o estudo in
vitro, utilizou-se trés ratos Lewis transgénicos para proteina verde
fluorescente de 4 semanas de idade, dos quais foram coletados o tecido
adiposo para a realizagdo da cultura e expansao celular. Para o estudo in
vivo, utilizou-se 72 ratos Wistar, de 16 semanas de idade. Procedeu-se
celiotomia pré-umbilical paramediana esquerda, localizacdo do rim e
identificacdo dos vasos sanguineos, seguida de clipagem da artéria e veia
renais, por 24 horas. Apés esse tempo, realizou-se a remocdo do clipe
vascular e avaliagdes macroscopica da coloracdo do rim no transcirdrgico e
avaliagdo com Doppler colorido ao término da cirurgia. No pos cirdrgico, 0s
animais foram identificados e alocados em dez grupos experimentais
homogéneos, correspondendo aos tratamentos com tampao fosfato-salina
(PBS) ou células-tronco mesenquimias (CTM), tempo da aplicacdo (24 ou 48
horas) e local do transplante (veia lateral da cauda ou intrarrenal). Apds a
realizacdo dos tratamentos, quatro animais de cada grupo submetidos a
nefrectomia esquerda e eutanasia, aos 8 e 31 dias, para realiza¢do do estudo
histol6gico. Macroscopicamente durante a isquemia observou-se mudanca da
coloragdo do parénquima renal para vermelho escurecido retornando a
coloracdo vermelho brilhante apdés a remocdo do clipe. Durante as
eutanasias, constatou nos grupos nédo tratados com CTM, rins de coloracao
palida e nos grupos tratados, coloracdo avermelhada proximo da normal.
Histologicamente, observou-se maior quantidade de debris celulares e tubulos
desprovidos de epitélio acompanhados de maior grau de necrose, nos grupos
ndo tratados com CTM, confrontando com baixo grau de necrose e maior
vascularizacdo tubular observados nos grupos tratados. Sob as condi¢des
gue foram realizadas esse experimento, constata-se que o transplante de
CTM derivadas de tecido adiposo, contribuiu positivamente para a
substituicdo do tecido necrético por células tubulares renais, vascularizagédo
do parénquima renal e restabelecimento funcional do 6érgdo, sobretudo no
transplante realizado intrarrenal, 48 horas ap0s a reperfusao.

Palavras-Chave: cultura celular, isquemia, janela terapéutica, mecanismos
paracrinos, propriedades imunoldgicas, terapia celular.
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SANTOS,BS Transplation of mesenchymal stem cells derived from fat in
the treatment of acute renal failure of rats. [Masters Dissertation] Vila
Velha, Master’'s Degree Program in Animal Science, UVV- University of Vila
Velha, 2012.

ABSTRACT

Studies suggest that the transplant of mesenchymal stem cells contributes to
renal repair, especially, by paracrine mechanisms. Guided by this statement,
the research aimed estimate the renal repair of rats affected by renal infarct
induced by obstruction of blood flow of the renal artery and treated by
transplant of mesenchymal stem cells, after 24 or 48 hours of ischemia. For
the in vitro study, was used three transgenic mice Lewis for fluorescent green
protein of 4 weeks of age, from which were collected the adipose tissue to
achieve the culture and cellular expansion. For the in vitro study, was used 72
Wistar mice, of 16 weeks of age. Proceeded paramedian preumbilical
celiotomy, location of the kidney and identification of the blood vessels,
followed clamping the artery and renal vein, for 24 hours. After this time was
performed the removal of the vascular clip and microscopic evaluation of the
color of the kidney, in the trans-surgical and vascular ultrasonography (US) at
the end of the surgery.in post surgical the animals were identified and placed
in ten experimental groups, corresponding to treatments with phosphate
buffered saline (PBS) or mesenchymal stem cells (MSC), time of application
(24 or 48 hours) and spot of transplantation (lateral vein or intrarenal). After
the treatments, four animals of each group were submitted to left nephrectomy
and euthanasia, at 8 and 31 days, to achieve the histologic study.
Macroscopically during ischemia was noticed color change of the renal
parenchyma from dark red to bright red after the removal of the clip. During
euthanasia was found in the groups not treated with MSC, pale kidneys and
the groups treated with MSC, kidneys with red color near to normal.
Histologically, observed a higher amount of cellular debris and tubules devoid
of epithelium accompanied by higher degree of necrosis in groups not treated
with MSC, confronted with a low degree of necrosis and increased tubular
vascularization observed in groups treated with MSC. Under the conditions
that were performed this experiment, it was found that transplantation of MSC
derived from adipose tissue contributed positively to necrotic tissue
replacement by renal tubular cells, vascularization of the renal parenchyma
and functional recovery of the organ, especially in intrarenal transplantation
performed 48 hours after reperfusion.

Key Word: cellular culture, ischemia, therapeutic window, paracrine
mechanisms, immunological properties, cellular therapy.
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1 INTRODUCAO

Os rins sé@o oOrgdos vitais e desempenham importantes funcbes como a
eliminacdo de toxinas; reabsorcdo e excre¢cdo de ions e producdo de
horménios que participam da producdo de glébulos vermelhos e da
manutencdo da homeostase sanguinea pelo sistema renina-angiotensina-
aldosterona e hormdnio antidiurético (Sodré et al., 2007; Ribeiro et al., 2008).
Quando o rim apresenta incapacidade em desempenhar essas func¢des, 0
paciente podera desenvolver um quadro clinico caracteristico de doenca renal
(Bywaters & Beall, 1941; Schrier et al., 2004).

As doencas renais causam grande morbidade e mortalidade em pacientes
humanos e veterinarios e necessitam de tratamentos de custos elevados com
medicacdes, internacdes, hemodialises e/ou transplantes, cujos resultados
nem sempre sao satisfatorios (Bellomo et al., 2001; Humphreys & Bonventre,
2008).

Na doenca renal aguda (DRA) ha reducéo da funcéo renal em horas ou dias,
acarretando diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular e disfungdes no
controle do equilibrio hidroeletrolitico e acido-basico (Schrier et al., 2004;
Ribeiro et al., 2008). Na doenca renal cronica (DRC) ha perda progressiva e
irreversivel da funcéo de filtracdo glomerular e consequente sobrecarga dos
demais sistemas do organismo, secundaria ao acumulo de catabdlitos e

alterac6es do equilibrio hidroeletrolitico e acido-basico (Ribeiro et al., 2008).

Uma das principais causas pré-renais de lesdes agudas sdo aquelas
secundarias a isquemia apos episédios de hipotensdo e as de origem
iatrogénica, por pincamento da artéria e/ou veia renais (Konopka et al., 2007,
Humphreys & Bonventre, 2008). A isquemia gera necrose e apoptose das

células tubulares e alteracdo na polaridade e integridade da barreira tubular.
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O rim inicia um processo de reparacdo que é dependente da extensdo e

tempo decorridos apods a lesao isquémica (Thadhani et al., 1996).

Pesquisas preconizando terapia celular, com o objetivo de encontrar solu¢cdes
para o limitado potencial de reparacdo renal e fornecer alternativa para
tratamento vem sendo empreendidas no mundo todo. Alguns estudos tém
sugerido que o transplante de células-tronco mesenquimais (CTM) contribui
para a reparacao renal, principalmente por mecanismos paracrinos (Kale et al,
2003; Bi et al., 2007; Wan et al., 2008). No Brasil, as pesquisas envolvendo
terapias reparativas com células-tronco evoluem a cada dia, e os resultados
encontrados e as possibilidades terapéuticas dessas células sdo promissoras
(Del Carlo et al., 2009).

As CTM sdo multipotentes e possuem a capacidade de se diferenciar gerando
diferentes tipos celulares necessarios a processos de reparacdo do
organismo (Pittenger et al., 1999). Apresentam mecanismos complexos de
interagao celular, por meio da liberagéo de fatores de crescimento e de forma
paracrina com as células do sistema imune do organismo (Corcione et al.,
2006; Nauta & Fibbe, 2007). Dentre esses fatores, estdo as prostaglandinas
(PGE2), interleucinas (IL-4, IL-6, IL-10), fator de crescimento transfomador
beta (TGF-R), fator de crescimento hepatéide (HGF) e a enzima indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO) (Nauta & Fibbe, 2007).

Diante dos resultados promissores e da existéncia de perguntas que precisam
ser respondidas, mormente quanto a capacidade reparadora e
imunossupressora dessas células, justificam-se novos estudos que objetivam

investigar e esclarecer a acdo das CTM no restabelecimento da funcéo renal.



17

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesao deisquemia/reperfuséao renal

A DRA ¢é caracterizada pelo rapido decline da funcao renal, resultando em
decréscimo da taxa de filtracdo glomerular, retencdo de compostos
nitrogenados e na inabilidade dos rins em exercer a manutencdo da
homeostase hidroeletrolitica do organismo (Schrier et al., 2004; Abuelo, 2007;
Ribeiro et al., 2008; Singh et al., 2012). Essa lesdao aguda pode ser
secundaria a causas pré-renais, renais e poés-renais, envolvendo a
instabilidade hemodindmica, hipovolemia, arteriosclerose, terapia diurética,
faléncia cardiaca congestiva, peritonite, hipoxia, isquemia, reperfusdo, entre
outras (Jacob, 2003; Konopka et al., 2007; Humphreys & Bonventre, 2008).

Quando os rins sdo acometidos pela hipoperfuséo e reducdo do aporte de
oxigénio, as células tubulares passam a utilizar as reservas de adenosina
trifosfato (ATP) e, consequentemente, manifestam falhas nas bombas de
sodio-potassio e sodio-calcio-ATPase (Devarajan, 2006; Abuelo, 2007). As
concentragfes intracelulares de sddio e calcio se elevam e aumenta a
pressdo osmatica, causando intumescimento celular, necrose tubular aguda e
apoptose das células epiteliais renais (Devarajan, 2006; Singh et al.,2012).
Por sua vez, a morte destas células do parénquima renal e vasos sanguineos
prejudicam ainda mais a excrecdo dos metabdlitos, aumentando na

concentracdo de ureia e creatinina no organismo (Abuelo, 2007).

Em resposta a essa hipoperfuséo tecidual, os rins estimulam a ativacdo de
recursos autoregulatorios para minimizar a hipéxia medular e leséo tubular,
tais como a vasodilatacdo induzida pelo o sistema renina-angiotensina-

aldosterona (RAA), prostaglandinas e 6xido nitrico ( Schrier et al., 2004).

A ativacdo do sistema RAA inicia-se pela liberagdo de renina, uma aspartil-

protease, pelo aparelho justaglomerular, que quebra o angiotensinogénio
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liberado pelo figado, produzindo a angiotensina-l. Na presenca da enzima
conversora da angiotensina (ECA), a angiotensina-l € convertida em
angiotensina-Il (Ang-1l) (Ferreira et al., 2001), que no cértex adrenal, estimula
a secrecdo de aldosterona. A Ang-ll atua em receptores especificos
estimulando a secrecdo hormonal, como, por exemplo, a liberacdo de
vasopressina para o controle central da pressao arterial. A aldosterona
aumenta da taxa de reabsorcéo de sodio e fluido além de controlar a filtracao
glomerular e restabelece a microcirculacado cortical e medular (reperfuséo)
(Ferreira et al., 2001; Tumelero et al., 2005).

O gasto das reservas de ATP também desencadeia uma série de alteracdes
morfolégicas e de metabolismo das células, ativando a producdo de protease
e fosfolipases nocivas ao organismo, que juntamente com a reintrodugao do
oxigénio no tecido isquémico durante a reperfusdo, acarreta em injuria
oxidativa das células tubulares e células endoteliais dos capilares
peritubulares (Butcher et al.,1991; Devarajan, 2006; Abuelo, 2007). H&A um
aumento do afluxo de leucocitos para o tecido, liberacdo de citocina
citotoxicas, enzimas proteoliticas e de radicais livres de oxigénio e, que
pioram a lesdo do parénquima renal (Quintdes & Noronha 1998; Devarajan,
2006).

Nessas doencas agudas, as lesdes tubulares poderdo ser reparadas se
houver membrana basal tubular intacta e/ou se existir células epiteliais viaveis
em nuamero suficiente, pois os néfrons sobreviventes poderdo se hipertrofiar,
compensando a reducdo numeérica e mantendo a fungdo renal. Partindo desse
principio, pesquisas com terapia celular para doencas renais vém sendo
empreendidas nos Udltimos anos e mostram-se promissoras no
restabelecimento funcional do 6rgéo (Bi et al., 2007; Chagastelles et al, 2010;
Chen et al., 2011).
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2.2  Terapia celular

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo encontradas em todos os tecidos
adultos, em regido perivascular, contudo, em quantidades reduzidas.
(Meirelles et al., 2008; Zucconi et al., 2009). Sao capazes de se diferenciar in
Vivo e in vitro (Giordano et al., 2007) devido as caracteristicas multipotente, e
substituir e estimular qualquer tipo celular, tal como osteoblastos,
condroblastos, hepatdécitos, neurbnios, células epiteliais, renais, cardiacas,
dentre outras, a fim de reparar tecidos acometidos por injarias ocasionadas ao

organismo (Pittenger et al., 1999).

A medula 6ssea é a que constitui o principal sitio doador de células tronco
mesenquimais e hematopoiéticas (Pittenger et al., 1999; Minguell et al., 2000)
e € 0 Unico 6rgao onde duas populacdes de células tronco adulta ndo so
coexistem, mas também cooperam (Bianco et al.,2001). Podem ser extraidas
também de outras regides do organismo como tecido adiposo, polpa dentéria,
parede do corddo umbilical, figado, membrana sinovial, pele, liquido

aminiotico e placenta (Keating,2006).

Inimeras moléculas bioativas sdo liberadas pelas CTM, permitindo a
interacdo com 0 meio para o qual séo transplantadas e com as demais células
do organismo, modulando a resposta inflamatoria, angiogénese e mitose das
células envolvidas no processo de reparacdo tecidual (WAN et al.,, 2008;
Caplan, 2009), fato que torna a sua utilizacdo para terapia promissora
(Caplan, 2009).

Pesquisas preconizando terapia celular, com o objetivo de encontrar solucdes
para o limitado potencial de reparacdo renal e fornecer alternativa para
tratamento vem sendo empreendidas no mundo todo. Alguns estudos tém
sugerido que o transplante de CTM contribui para a reparacdo renal,

principalmente por mecanismos paracrinos pela secrecdo de fatores de
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crescimento na regiao lesionada (Kale et al, 2003; Bi et al., 2007; Togel et al.,
2007; Wan et al., 2008) e auxiliam na recuperacdo da funcédo renal,
estimulando a angiogénese e regeneracao tubular (Togel et al., 2007; Mias et
al., 2008; La Manna et al., 2011).
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3 OBJETIVO

O presente estudo avaliou os efeitos do transplante alogénico de CTM
derivadas de tecido adiposo, apos lesdo renal aguda secundarias a isquemia
da artéria renal seguida de reperfusdo do fluxo renal, aplicadas por vias
intrarrenal e hematogena, e em dois diferentes tempos, 24 e 48 horas poés

isquemia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimentacdo in vitro

4.1.1 Animais de experimentagao

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e
Experimentacdo com Animais, da Universidade Vila Velha (UVV), protocolado
sob-registro: 109/2010.

Para a experimentacao in vitro foram utilizados trés ratos da linhagem Lewis
transgénicos para proteina verde fluorescente — GFP (LEW-Tg eGFP
F455/Rrrc), cujas matrizes foram provenientes da Universidade de Missouri
nos Estados Unidos da América. Os trés animais, machos, de 4 semanas de
vida, foram obtidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e as etapas de cultura celular foram realizadas em conjunto com

pesquisadores do Laboratério de imunogenética da UFMG.

4.1.2 Cultura celular

Os animais foram submetidos a eutanasia em camara anestésica, com
inalacdo passiva, até a sobredosagem de isoflurano. Foi realizada tricotomia

do abdémen e membros pélvicos e em seguida os animais foram transferidos
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para capela de fluxo horizontal. Foi realizada incisdo abdominal na linha

branca, exposicao do peritbnio e retirada da gordura inguinal.

Essa gordura coletada foi cortada em pequenos pedacos, lavada duas vezes
em solucdo contendo tampédo de fosfato salina (PBS) a 0,15M, acrescido de
penicilina, estreptomicina e anfotericina B (PSA) (Gibco, Paisley, UK) e
apresentando pH 7,2. Apés a lavagem, o tecido foi armazenado em solugéo de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e PSA, durante 15 minutos.

Em seguida, realizou-se digestdo enzimatica do tecido adiposo com solu¢éo de
colagenase do tipo | (Sigma, St Louis MO, USA), por 60 minutos, em estufa a
37°C, 5% de CO,, agitado a cada 15 minutos. Posteriormente, foi realizada
centrifugacdo a 1500 rotacdes por minuto (rpm) durante 10 minutos e o
precipitado foi ressuspendido em DMEM completo apds descarte do

sobrenadante.

As células foram plaqueadas inicialmente na concentracdo de 5x10° células
em frascos de cultura celular de 75 mm? (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha) e
mantidas em estufa & 37°C com 5% de CO,. O aumento do numero de células
foi acompanhado diariamente, com auxilio de microscopio invertido. Os meios
de cultura foram trocados mediante a necessidade e as tripsinizacbes e
passagens realizadas quando visualizado 80% de expansao celular nas

placas, até a quarta passagem.
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4.1.3 Caracterizacéo celular

Uma aliquota das células da quarta passagem, derivadas de tecido adiposo, foi
caracterizada por citometria de fluxo através da andlise de expressdo de
moléculas de superficie celular para MHC-1, MHC-II, CD 73 (anti-CD73 clone 5
F/B9 mouse — AbCam Cambridge, Massachusetts, EUA), CD 11 (anti-CD11b—
AbCam), CD 90 (anti-CD90 clone Ox-7 mouse — AbCam) e CD 45 (anti-CD45
clone 69 mouse — BD Bioscience, San Jose, Califérnia, EUA), utilizando
citbmetro de fluxo FACScan e software CellQuest®, obtendo-se 30.000

eventos por amostra testada.

4.1.4 Diferenciacao osteogénica

Outra aliquota de células de quarta passagem foi submetida a etapas de
diferenciacdo osteogénica. As células aderentes foram desprendidas com
tripsina, contadas e replaqueadas em placa de 6 poc¢os, com laminulas de 22
mm de diametro, com meio de cultura DMEN enriquecido com 10% de SFB,
10®mol/mL de dexametasona (Sigma, St Louis MO, USA), 5,0ug/mL de &cido
ascorbico 2-fosfato (Sigma, St Louis MO, USA) e 10,0mmol/L de -
glicerofosfato (Sigma, St Louis MO, USA) e incubado a 37°C por quatro

semanas.
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No 30° dia apds a colocacdo das células no meio osteogénico as laminulas
foram lavadas em PBS e coradas pelo método de Von Kossa para observar a

deposicao de calcio.

4.1.5 Preparo das células para transplante

Aplés a quarta passagem, as células foram tripsinizadas, observadas em
microscopia Optica para a avaliagdo da viabilidade celular, submetidas a
contagem em camara de neubauer e aliquotadas na concentracao de 1,2 x 10°
células/0,5 mL de PBS. Cada aliquota foi armazenada em seringa de 1,0 mL e

transportadas para o centro cirdrgico, aguardando o momento do transplante

4.2 Experimentacdao in vivo

4.2.1 Animais da experimentacao

Foram utilizados 72 ratos Wistar (Rattus norvegicus), fémeas, de 16 semanas
de idade, pesando entre 200 a 300g, oriundos do Biotério Central do campus
Nossa Senhora da Penha da UVV. Os animais foram mantidos em ambiente

com controle de umidade, temperatura e fotoperiodo de 12 horas, alojados
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em duplas e com acesso irrestrito a uma dieta padrdo e agua filtrada. Todos
receberam vermifugo na dose de 0,4mg/Kg de Ivermectina 2% (Mectimax
Duo Ivermectina® 2% - Unido Agener —Sao Paulo- Brasil) via oral, acrescido
aos bebedouros com 300ml de 4gua e com repeticdo aos 8 e 10 dias,

anteriormente as etapas de cirurgia.

Os animais foram pesados individualmente, identificados com brincos de
numeracédo na orelha esquerda e distribuidos aleatoriamente entre dez grupos
experimentais. Oito grupos contendo oito individuos e dois grupos com 4

animais.

4.2.2 Procedimentos anestésicos, cirdrgicos e tratamentos

No pré-operatério os animais receberam como medicacdo pré-anestésica
associacdo de cetamina 5% (20,0 mg/Kg), midazolam 0,5% (2,5 mg/Kg) e
morfina 1% (1,0 mg/Kg), administrados pela via intramuscular (IM). Apés a
perda do reflexo de endireitamento (15 minutos apos a MPA) foi realizada
tricotomia de toda regido abdominal do paciente, seguindo para a etapa de
inducdo e manutencdo anestésica com isoflurano 2,0% diluido em 100% de
oxigénio, via mascara facial acoplada a um circuito sem reinalagcédo. O plano
anestésico foi ajustado de acordo com a auséncia de movimentos e com a
perda do reflexo de pincamento da cauda e dos digitos, além da avaliacao
clinica dos parametros relacionados a frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria (FC e FR) e temperatura retal (TR). Os animais receberam
antibioticoterapia profildtica com enrofloxacina (10,0 mg/kg)por via

subcutanea (SC).
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Foi realizada antissepsia da regido abdominal utilizando &lcool 70% e
iodopovidona (PVPI) tépico 10%, o campo cirurgico foi posicionado e o0s
animais foram submetidos a celiotomia pré-umbilical paramediana, com 2,0
cm de extensdo. Em seguida, foi utilizado afastador auto-estético
(blefarostato) para manter a exposicdao da cavidade, o rim esquerdo foi
localizado e os vasos reanais identificados, realizando a obstrucdo da artéria

e veia renais durante 24 horas, utilizando clipe vascular (figura 1).

Figura 2- Clipes vascular utilizados durante a celiotomia pré-umbilical
paramediana dos ratos, para promover a obstru¢cdo do fluxo sanguineo das artéria
e veia renais. (escala = 1cm).

Posteriormente, realizou-se a rafia dos musculos obliquos e pele com fio ndo-
absorvivel sintético (nylon 3-0) e pontos cruzados e tipo Wolf,
respectivamente. Em acréscimo, sobre a sutura de pele, aplicou-se cola
cirdrgica (cianoacrilica). Nos animais que apresentaram perda sanguinea
durante o transcirargico, foi instituido a aplicacdo intraperitoneal de até 3,0 mL
de solucéo fisioldgica de cloreto de sédio a 0,9%, antes da realizacao das

suturas.

Apés o periodo de 24 horas, os animais foram novamente submetidos a
celiotomia pré-umbilical paramediana e o clipe vascular foi removido. No pos-
operatério os animais receberam Sulfato de Morfina (Dimorf® - Sdo Paulo —
Brasil) na dose de 0,6mg/Kg por via intramuscular (IM), a cada 8 horas,

durante 3 dias.

Os animais alocados no grupo Sham foram submetidos aos mesmos

procedimentos anestésico e cirlrgico sem, contudo, haver a clipagem da
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artéria e veia renal. Os animais do grupo 10 ndo receberam nenhum tipo de
tratamento. Os demais grupos foram tratados apos as 24 ou 48 horas de

reperfuséo, de acordo com as denominacdes abaixo:

Grupo 1- Tampéao Fosfato Salina (PBS): oito animais tratados com 0,5 mL de

PBS, administrados na veia lateral da cauda, 24 horas apés a reperfusao;

Grupo 2- PBS: oito animais tratados com 0,5 mL de PBS, administrados

intrarrenal, 24 horas apés a reperfusao;

Grupo 3- Células tronco mesenquimais (CTM): oito animais tratados com
pellet celular contendo 1,2 x 10° células/0,5 mL de PBS, administrados na

veia lateral da cauda, 24 horas apos a reperfusao;

Grupo 4- CTM: oito animais tratados com pellet celular contendo 1,2 x 10°¢

células/0,5 mL de PBS, administrados intrarrenal, 24 horas apos a reperfusao;

Grupo 5- PBS: oito animais tratados com 0,5 mL de PBS, administrados na

veia lateral da cauda, 48 horas apés a reperfusao.

Grupo 6- PBS: oito animais tratados com 0,5 mL de PBS administrados

intrarrenal, 48 horas apoés a reperfusao;

Grupo 7- CTM: oito animais tratados com pellet celular contendo 1,2 x 10°

células/0,5 mL de PBS, administrados na veia lateral da cauda, 48 horas apos

a reperfusao.

Grupo 8- CTM: oito animais tratados com pellet celular contendo 1,2 x 10°

células/0,5 mL de PBS, administrados intrarrenal, 48 horas apds a reperfusao.

Grupo 9- Sham: quatro animais foram submetidos apenas aos procedimentos
anestésicos seguido de celiotomia paramediana, manipulacdo renal e rafia

dos planos cirurgicos.

Grupo 10 - Controle histolégico: quatro animais submetidos aos
procedimentos anestésicos e cirdrgicos, incluindo as etapas de obstrucdo e

reperfusdo sanguinea, sem a realizacao de tratamento.
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Ao término dos procedimentos cirlirgicos e apds o retorno anestésico dos
pacientes, os ratos retornaram para o biotério e foram acompanhados
diariamente, quanto ao comportamento dos animais em relacao a ingestao de
alimento e 4gua, movimentacdo no interior da caixa-alojamento e

temperatura corporal, durante 31 dias.

Para a realizacdo dos tratamentos, os animais dos grupos 1, 3, 5 e 7 foram
contidos em um cano de policloreto de vinila (PVC) de 7,0 cm de diametro e
20 cm de extensdo, com tampas perfuradas em ambas extremidades para
facilitar a entrada de ar e a contencdo da cauda do animal (figura 2). Nos
grupos 2, 4, 6 e 8 os ratos foram contidos manualmente, com auxilio de uma
compressa, apoiando-os sobre a mesa, com imobilizacdo do dorso,

permitindo a realizagdo do exame ultrassonogréafico e com Doppler colorido.

Figura 2- A e B) Cano de policloreto de vinila (PVC) de 7,0 cm de diametro e 20,0
cm de extensdo, com tampas perfuradas em ambas extremidades para facilitar a
entrada de ar e a contencao da cauda do animal.

4.2.3 AvaliacOes ultrassonografica bidimensional e com Doppler colorido

Em 16 animais, escolhidos aleatoriamente, foram realizados exames

ultrassonograficos bidimensionais e com Doppler colorido, aos 7 dias antes do
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procedimento cirdrgico, para verificagdo dos padrbes de normalidade do
orgao estrutural e hemodinamica, utilizando o aparelho de ultrassom GE
Logig-E, com transdutor setorial 8C (4 - 11 MHz). Nesses animais, o Doppler
colorido também foi realizado apds a colocacdo e a remocdo do clipe
vascular, permitindo a avaliacdo da isquemia e reperfusao renal. Em todos os
animais dos grupos 2, 4, 6 e 8, a US bidimensional foi utilizada para

possibilitar a aplicacdo percutanea dos tratamentos intrarrenal.

4.2.4 Mensuracdes de Ureia e Creatinina

Para a mensuracao dos valores sanguineos de ureia e creatinina o sangue foi
coletado por meio de venopuncdo femoral, com auxilio de um cateter 24
gauge(G) e capilares heparinizados. Depois de cada coleta, foi realizado
tratamento topico no local da puncgdo, utilizando uma pomada a base de
polissulfato de mucopolissacarideo e propilenoglicol (Hirudoid® 40g — Sankyo-

Séo Paulo- Brasil).

As coletas foram realizadas 7 dias antes do ato cirargico (controle), 24 horas
apos a reperfusdo e aos 8, 15 e 31 dias poés-tratamento. Todas as
comparacdes foram realizadas dentro do proprio grupo, em relagdo ao valor

controle.
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4.2.5 Procedimentos histolégicos

Vinte e quatro horas apds a obstrucdo da artéria e veia renais, 0s quatro
animais do grupo 10 foram submetidos a nefrectomia do rim esquerdo, no
momento da retirada dos clipes vasculares. Para os demais grupos, a
nefrectomia do rim esquerdo foi realizada em quatro animais aos 8 e no
restante dos animais aos 31 dias pos-tratamento O rim coletado foi
seccionado sagitalmente, fotografado por camera digital (Sony, modelo
Cyber-Shot 10.1), colocados em cassetes plasticos e imersos em

paraformaldeido tamponado 4%, durante 24 horas para fixacao.

Em seguida, o material foi enviado para o Laboratério de Anatomia Patolégica
e Histopatoldgica do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
de Vila Velha, submetido a processamento histolégico rotineiro, incluido em
parafina, cortados sagitalmente em microtomo em sec¢des semi-seriadas de
5,0um para confecgdo das laminas histologicas e coradas por hematoxilina e

eosina (HE).

As laminas contendo o0s cortes sagitais centrais foram analisadas em
microscépico Otico para determinacdo do grau de lesdo e necrose renal.
Conforme preconizado por Melnikov et al. (2002), de maneira cega sem
conhecimento do grupo avaliado, uma laminula gradeada milimetricamente foi
posicionada sobre o corte histologico do tecido, e 20 areas pre-determinadas,
envolvendo toda a extensdo tecidual, foram estudadas. A extenséo da é&rea
de necrose tubular, formacao de cilindros e dilatacdo tubular foi pontuada e
classificada em: 0 (nenhum), 1 (£ 10%), 2 (11-25%), 3 (26-45%), 4 (46-75%),
e5(276%).

As laminas também foram analisadas em microscopio de fluorescéncia direta

(Floid Cell Imagin Station — Life Technologies), sob luz ultravioleta e filtros a



32

laser alcangcando comprimentos de ondas para as cores verde e azul, na

tentativa de se visualizar células com expressao da proteina GFP.

4.2.6 Avaliacao estatistica

A tabulacdo dos dados e avaliacdo estatistica foi realizada com auxilio de
planilhas eletronicas do Excel® e do software Graphpad Prism® Os valores
mensurados de ureia e creatinina foram comparados entre os tempos de
avaliacdo, dentro dos diferentes tipos de tratamento. Os valores dessas
variaveis foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para verificacao
da distribuicdo de normalidade, seguidos de ANOVA (analise de variancia) e

pos-test de comparacédo mdltipla utilizando Tukey.

Para as variaveis obtidas pela andlise histologica: extensdo da area de
necrose tubular, formacéo de cilindros, perda da borda em escova e dilatacédo
tubular os valores obtidos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificagdo da distribuicdo de normalidade, seguido do teste de Kruskal-
Wallis e post-test de comparagcdo multipla utilizando Dunn. Para todos os
dados estatisticos obtidos foi adotado um nivel de rejeicdo da hipotese de
nulidade de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Cultura celular

O tecido adiposo foi capaz de propiciar uma cultura heterogénea, composta
por células arredondadas, ndo aderentes e micelas lipidicas no sobrenadante
da cultura nas primeiras 24 horas. A partir do oitavo dia, a populacdo celular
apresentava-se mais homogénea, com predominancia das células aderentes

de morfologia fibroblastéide, organizadas em col6nias.

A citometria de fluxo realizada com uma amostra de cultura de quarta
passagem de células e GFP demonstrou que cerca de 90,30% das células
expressaram CD90, 86,82% CD73, e, aproximadamente, 3,02% expressaram
CD45, 2,52% CD11, 23,02% MHC-I e 4,50% MHC-II (figura 3). O conjunto de
marcadores utilizados permitiu inferir que a populacdo celular isolada e
cultivada era homogénea, claramente distinta da linhagem hematopoiética e

com baixa expressao de moléculas de histocompatibilidade.

A cultura de células submetidas a diferenciacdo osteogénica apresentou
pontos de calcificagdo da matriz a partir do décimo dia apos inducdo da
diferenciacéo e as células diferenciadas mudaram da aparéncia fibroblastoéide,
alongada, para uma forma mais arredondada. Evidenciou-se a presenca da
matriz extracelular rica em calcio devido a observacdo de nodulos de
mineralizagdo amarronzados ou negros na coloracdo de Von Kossa, aos 30°
dia, comprovando a diferenciagdo em osteoblastos das MSC cultivadas (figura
4).
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Figura 3 - Avaliagéo fenotipica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo
de ratos Lewis eGFP, por citometria de fluxo. A) Grafico de granulosidade (SSC)
versus tamanho (FSC) demonstrando a populagéo celular selecionada para estudo
(R1). B a G) Representacdo gréfica do percentual de células fluorescentes dentro
da populagédo selecionada (R1), com os anticorpos anti-CD90, anti-CD73, anti-
CD45, anti-CD11, anti-MHC | e anti-MHC-II, respectivamente.
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Figura 4 - Cultura de células submetidas a diferenciacdo osteogénica A e B) Pontos
de calcificacdo da matriz e células diferenciadas com aparéncia mais arredondada.
Nodulos de mineralizagcdo amarronzados ou enegrecidos na coloracdo de Von
Kossa, aos 30° dia, comprovando a diferenciagdo em osteoblastos das CTM

cultivadas.
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5.2 Procedimentos anestésicos e cirlirgicos

Os farmacos utilizados durante os procedimentos anestésicos foram eficazes,
mantendo o animal em plano anestésico adequado. Observou-se diminui¢cao
dos reflexos de pincamento da cauda e dos digitos 15 minutos apos a MPA e
perda desses reflexos apds a inducdo anestésica, mantendo-se ausente
durante todo o transcirurgico. Os parametros vitais, como frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria e temperatura corporal que se mantiveram proximo
dos valores de normalidade para a espécie e nao sofreram grandes variacfes

durante a manipulacéo cirurgica.

O acesso cirargico pré-umbilical, paramediano no antimero esquerdo permitiu
a localizacdo do 6rgdo e exploracdo anatbmica dos vasos renais sem a
necessidade de grande manipulacdo sobre o rim evitando danos ao

parénquima.

O clipe vascular utilizado para promover isquemia foi eficaz na obstru¢do do
fluxo sanguineo para o 6rgdo. Visualizou-se macroscopicamente, durante a
isquemia, a mudanca da coloracdo do parénquima renal de vermelho
brilhante para vermelho escurecido, e apds a remocdo do clipe, esta

coloracao retornava para o vermelho inicial (figura 5).

A reposicao volémica ndo foi necessaria em nenhum paciente e os pontos de
sutura foram adequados para rafia dos planos. O uso da cola cirtrgica na pele

foi realizado por precaucdao, para evitar a automutilacao.

Os tratamentos foram realizados de acordo com o preconizado na

metodologia e sem intercorréncias.
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Figura 5- Celiotomia pré-umbilical paramediana em rato. A) Evidéncia para
coloracdo vermelho brilhante do parenquima renal (seta), exibido anteriormente a
obstrucdo dos vasos renais. B). Evidéncia para coloracdo vermelho escurecido do
paranquimal renal (seta), exibido posteriormente a obstru¢do dos vasos renais com o
clipe vascular (seta tracejada) (escala = 1,0cm)

5.3 Avaliacdes clinicas

Na inspecdo clinica, realizada nos trés primeiros dias de poés-cirurgico,
observou-se que o comportamento dos animais quanto a ingestdo de
alimento e &gua e a movimentacdo no interior da caixa-alojamento
apresentava-se semelhante a ratos nédo operados, permitindo constatar que o

uso do opioide foi eficiente para o controle da dor em todos os animais.

N&o foi observada deiscéncia de sutura em nenhum paciente e nem

hipertermia.
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5.4 Avaliagdes ultrassonografia bidimensional e com Doppler colorido

A avaliacdo ultrassonogréfica bidimensional e com Doppler colorido foi um
método eficaz para visualizacdo do 6rgéo e do fluxo sanguineo e prético para

a realizacéo do tratamento

A direcao do fluxo, em relagdo ao transdutor, apresentou coloragéo vermelha
e, na direcdo contréria, coloragdo azul, fato observado nos 16 animais,
escolhidos aleatoriamente para verificagdo dos padrbes de normalidade do
fluxo renal e nos animais dos grupos 2, 4, 6 e 8 apds remocgao do clipe

vascular, comprovando o fluxo sanguineo no 6érgéo.

A auséncia das coloracfes vermelha e azul, na avaliacdo com Doppler
colorido, na presenca do clipe vascular sobre a artéria renal, nos grupos 2, 4,

6 e 8 nos revelou a total ocluséo de fluxo sanguineo para o 6rgéo.

Figura 6- Mapeamento com Doppler colorido da regido hilar renal, demonstrando a
Bemodindmica nessa regido. A direcdo do fluxo, em relacdo ao transdutor,
E_z;\presentou coloracao vermelha e, na direcdo contraria, coloracao azul.
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5.5 Mensuragdes de ureia e creatinina

As mensuragdes basais de ureia e creatinina, em valores medianos, avaliadas
antes dos animais serem submetidos ao ensaio clinico, apresentaram valores
médios de 37,1+4,7 mg/dl e de 0,62+0,11 mg/dl, respectivamente. Os demais

valores estdo apresentados nas tabelas 1 e 2.

Apoés a realizagdo da obstrucéo renal e isquemia por 24 horas a dosagem de
creatinina, apresentou uma tendéncia ao aumento, ndo diferindo
estatisticamente entre os periodos ou entre os grupos. Na mensuracao de
ureia sérica 0s grupos experimentais 1 e 5 apresentaram aumento Nnos

valores e diferiram estatisticamente dos demais grupos.

Apoés 8 e 15 dias da reperfusdo sanguinea, 0s niveis de ureia e creatinina
aumentaram em relacdo aos valores controle, com diferenca estatistica entre

todos 0s grupos.

Apoés 31 dias os niveis de creatinina dos animais do grupo 2, 3, 4,5, 6 e 8
tenderam a normalidade (controle) enquanto para os valores de ureia, apenas

0s animais dos grupos 4 e 7 obtiveram comportamento similar.



Tabela 1 — Valores médios mensurados de creatinina em ratos Wistar, dos grupos
experimentais, nos diferentes tempos de avaliacdes

Grupo Controle 24 Horas 8 Dias 15 dias 31 Dias p
1Grupo 0,52+0,11% 0,29+0,02* 1,10+0,33° 0,84+0,33° 0,78+0,11™ <0,0001
2 Grupo 0,62+0,01* 0,7+0,01* 1,0240,42° 0,73+0,10* 0,75+0,12® 0,0266
3Grupo 0,62+0,01* 0,91+0,27% 1,95+1,26° 0,80+0,01° 0,88+0,29°  0,0019
4 Grupo 0,83+0,33% 1,05+0,56% 1,25+0,24% 0,82+0,09® 0,81+0,01* 0,0525
5Grupo 0,54+0,17% 0,68+0,16* 1,16+0,41° 0,79+0,01* 0,83+0,07® <0,0001
6 Grupo 0,66+0,04% 0,7740,22%* 1,52+0,16% 1,05+0,04™ 0,83+0,05* <0,0001
7 Grupo 0,59+0,16% 0,70+0,11* 1,41+0,14% 0,86+0,12> 0,85+0,08° < 0,0001
8 Grupo 0,57+0,10% 0,74+#0,26° 1,43+2,25° 0,69+0,16* 0,78+0,08* <0,0001

*Médias com letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey.

Tabela 2 — Valores médios mensurados de ureia em ratos Wistar, dos grupos
experimentais, nos diferentes tempos de avaliacdes

Grupo Controle 24 Horas 8 Dias 15 dias 31 Dias p
1Grupo 31,48°%1,62 47,67°#4,13  54,71°+1,37  54,27°+4,04 54,86°+15,06 < 0,0001
2Grupo  36,8%0,01  47,25%°+0,01 57,47°°4+5,44 58,28%1525 60,41°°+11,84 0,0004
3Grupo  36,8%0,01  43,74%°+13,00 68,21°+12,90 55,80°°+0,01 55,26°°+11,46 < 0,0001
4 Grupo 46,68°+6,17  46,15°+17,38  51,77°+4,19  54,73%11,65 53,10%0,34  0,4738
5Grupo  34,42°+9,05  50,93°+6,03  55,47°+4,16  60,85°+559  63,16"+13,63 < 0,0001
6 Grupo  38,03°+3,85  40,93%5,18  50,75%°+4,78 61,23°°+12,61 59,64°°+9,61 < 0,0001
7 Grupo  37,50°5,35  50,32%°+3,78 58,83°°+18,27 53,28%°+6,98  45,84°°+9,17  0,0149
8 Grupo 35,19%+11,60 51,09°+7,83 55,95°+19,38  53,85°+6,11  51,76°+5,34  0,0063

*Medias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey.
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5.6 Avaliacédo histopatoldgica

5.6.1 — Aspecto macroscopico apos nefrectomia

Apobs nefrectomia o rim foi seccionado sagitalmente, fotografado, alocados em

cassetes e fixados em paraformaldeido 4%, permanecendo por 24 horas.

Na avaliacdo macroscopica renal apds a nefrectomia, o grupo Sham, aos 8 e
31 dias, apresentou coloracdo vermelha brilhante do parénquima renal,
semelhante ao rim normal, com preservacao das regides de cortical e medular

e tamanho semelhante ao rim contralateral (figura 7).

W\

Figura 7 — Aspecto macroscoépico renal de ratos Wistars, do grupo sham, exibindo
coloracdo vermelha brilhante do parénquima renal, semelhante ao rim
normal, com preservacao das regides de cortical e medular.

No grupo 10, na avaliagéo realizada 24 horas ap0s a isquemia, visualizou-se
no rim isquemiado uma coloracdo vermelha escura, de aparéncia congesta,
tamanho similar ao rim contralateral e discreta delimitacdo da regido cortical e

medular.
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Aos 8 dias, observou se uma coloracdo palida difusa em regido cortical e
medular, nos grupos tratados com PBS (grupos 1, 2, 5 e 6), em ambos o0s
periodos. Nos grupos 1 e 2 nao foi possivel diferenciar a regidao cortical da
medular e os rins apresentavam discreto aumento de tamanho, comparado
com um rim normal da espécie. Nos grupos tratados com CTM em 24 horas
(3 e 4) os rins apresentaram areas avermelhadas focais, na cortical e
medular, sem delimitacdo dessas regides e com espessamento de cortical.
Nos grupos 7 e 8 (48 horas), os rins apresentaram tamanho normal e
coloracdo do parénquima vermelho brilhante difusa, com areas focais de

coloracao vermelho escuro na regido medular.

Aos 31 dias, nos grupos 1, 2, 5 e 6 existia uma palidez difusa em parénquima,
acentuada em regido de cortical, que também se apresentava adelgacada
comparando-se com um rim normal, e permitiu a delimitacdo das regifes
renais (figura 8A, 8B, 8E e 8F). Nos grupos 3 e 4 0s rins apresentam
tamanhos normais e areas focais com coloracdo avermelhadas, em maior
extensdo quando comparada com a avaliacdo anterior (8 dias) e com
delimitacdo de cortical e medular mais evidente (figura 8C e 8D). No grupo 7
foi visualizada coloracédo vermelha difusa, mais evidente na regido medular e
com discreta diferenciacdo com a regiao cortical (figura 8G). No grupo 8 foi
identificada coloragfes vermelha brilhante na regido cortical, proxima ao
normal em toda &rea e coloragdo menos intensa na regido medular, com

retracdo de pelve renal (figura 8H).
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Figura 8 — Fotos demonstrativas do aspecto macroscépico do rim esquerdo de
ratos Wistars submetidos obstrucdo da artéria e veia renais, aos 31 dias de
avaliacdo poés-tratamento. A) Grupo 1, areas focais com coloracdo avermelhadas
B) Grupo 2, coloracdo palida difusa em parénquima, acentuada em regido de
cortical. C) Grupo 3, &reas focais com coloragdo avermelhadas. D) Grupo 4, areas
focais com coloracdo avermelhadas. E) Grupo 5, coloragdo palida difusa em
parénquima, acentuada em regiéo de cortical. F) Grupo 6, coloracdo palida difusa
em parénquima, acentuada em regido de cortical. G) Grupo 7, coloragéo vermelha
difusa, mais evidente na regido medular e com discreta diferenciagcdo com a regiao
cortical. H) Grupo 8, coloracdo vermelha brilhante em regido cortical e coloracéo
menos intensa em regido medular, com retragéo de pelve renal

5.6.2 Aspecto microscopico apos nefrectomia

Na avaliagdo histolégica das laminas do grupo Sham foi observado
arquitetura dos tubulos renais preservada, ndo sendo evidenciadas areas de

necrose, dilatacdo tubular e cilindros hialinos (figura 9).
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Na avaliacdo realizada apos 24 horas de isquemia, grupo 10, notou se debris
celulares no interior dos tubulos, células tubulares anucleadas, arquitetura
tecidual ndo reservada com tubulos e glomérulos disformes, correspondendo

a necrose de 5% da area, dilatacdo tubular de 70% e formacé&o de cilindros

hialinos em 50% dos tubulos (figura 10)
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Figura 9 — Fotomicrografia representando animal do grupo Sham. Presenca de
tibulos renais de arquitetura preservada e uniforme e células tubulares nucleadas
(HE).

.

Figura 10 — Fotomicrografia representando animal do grupo 10. Presenca de
dilatacdo tubular, com acumulo de cilindros hialinos, arquitetura tecidual
preservada com tubulos e glomérulos disformes (HE).
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Aos 8 dias, em todas as laminas dos diferentes grupos experimentais, foram
observados nos 20 campos estudados, tabulos renais desprovidos de epitélio,
repletos por debris celulares, reatividade das células intersticiais
correspondendo a necrose de coagulacdo. Essa necrose foi mais evidente
nos grupos tratados com PBS, representando aproximadamente 90% no
grupo 1, 80% no grupo 2, 80% no grupo 5 e 90% no grupo 6. Nos grupos
tratados com CTM foi evidenciada menor area de necrose, correspondendo a

45 % no grupo 3, 25% no grupo 4, 10% no grupo 7 e 40% no grupo 8.

Em relacdo a dilatacdo tubular, identificou-se valores maiores nos grupos
tratados com PBS, representando 30% no grupo 1, 45% no grupo 2, 50% no
grupo 5 e 70% no grupo 6. Nos grupos tratados com CTM, a quantidade de
tubulos dilatados foi menor, representando 20 % no grupo 3, 40% no grupo 4,
10% no grupo 7 e 50% no grupo 8.

A presenca de cilindros hialinos no interior dos tdbulos representaram nos
grupos tratados com PBS 20% para grupol, 35% para grupo 2, 50% para o
grupo 5 e 10% no grupo 6. Nos grupos tratados com CTM estes valores foram

de 20 % no grupo 3, 30% no grupo 4, 10% no grupo 7 e 10% no grupo 8.

Aos 31 dias, os grupos tratados com PBS apresentaram necrose tubular e
glomerular evidente, representando aproximadamente 90% nos grupos 1 e 2,
, 100% nos grupos 5 e 6. Nos grupos tratados com CTM a necrose foi
representada por menores areas, sendo 50 % no grupo 3, 40% no grupo 4,

30% no grupo 7 e 1% no grupo 8 (figura 11).

No grupo 8 visualizaram-se areas em franco processo de regeneracdo com
figuras de mitoses das células tubulares e epiteliais renais, aumento do
namero de células intersticiais indiferenciadas e aumento do numero de
capilares. Constatou-se que as regides anteriormente ocupadas por tecido

necrotico foram repovoadas por novas células renais.

Em relacdo a dilatacdo tubular, nos grupos transplantados com PBS
representaram 50% no grupol, 90% no grupo 2, 50% no grupo5 e 90% no

grupo 6, ja nos grupos tratados com CTM estes valores foram de 50 % no
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grupo 3, 30% no grupo 4, 40% no grupo 7 e 45% no grupo 8, considerando
gue os tubulos encontraram-se dilatados, mas, exibindo menor circunferéncia

nos grupos transplantados com CTM.

Ainda os 31 dias, presenca de cilindros hialinos apresentou valores de 10%
nos grupos 1, 2 e 5 e de 1% no grupo 6. Nos grupos tratados com CTM estes

valores foram de 40 % no grupo 3, 20% no grupo 4, 1% nos grupos 7 e 8.
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Figura 11- Fotomicrografia renal demonstrando aspectos histologicos dos
diferentes grupos experimentais, aos 31 dias. A) Fotomicrografia representando
animal do grupo 1. B) Fotomicrografia representando animal do grupo 2. Em A e
B as imagens demonstram tubulos renais desprovidos de epitélio e repletos por
debris celulares, necrose tubular (%) e glomerular (%) evidente e reatividade das
células intersticiais. C) Fotomicrografia representando animal do grupo 3. Areas
de necrose a esquerda do campo, tdbulos nucleados (quadrado) e com
arquitetura uniforme, presenca de dilatacdo tubular (seta) e formacéo de cilindros
hialinos. D) Fotomicrografia representando animal do grupo 4 - Tdbulos renais
nucleados, organizacdo glomerular (circulo) e arquitetura preservada. E)
Fotomicrografia representando animal do grupo 5. F) Fotomicrografia
representando animal do grupo 6. Em E e F as imagens demonstram necrose
tubular e glomerular evidente em todo campo, sem a preservacao da arquitetura
do parénquima. G) Fotomicrografia representando animal do grupo 7.
Preservacdo da arquitetura estrutural do parénquima, com tdbulos uniformes
nucleados. H) Fotomicrografia representando animal do grupo 8. Evidenciagéo
de vascularizacdo, aumento de basofilia tecidual e do numero de células
intersticiais  indiferenciadas. Preservacdo da arquitetura estrutural do
parénquima. (HE)

Na imunofluorescéncia foram observadas pequenas quantidades de células
com emissao de luz verde nos cortes histologicos dos grupos tratados com
CTM, (figura 12).

5.7 Avaliacéo estatistica

A andlise estatistica das variaveis necrose, dilatacdo tubular e presenca de
cilindros hialinos demonstrou haver diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos tratados com CTM, em 8 e/ou 31 dias, para 0S grupos nos

quais foram tratados com PBS, independentemente da via de aplicagao.
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Grupo controle

Grupo tratado

Hoechst Merged

A

Figura 12- Fotomicrografia da regido medular renal sob microscopia de
fluorescéncia. A) Marcagéo inespecifica no filtro verde no grupo controle devido
ao processamento (formol e parafina), formando um background homogéneo. No
grupo tratado, apesar do background notam-se células com fluorescéncia verde
(setas), devido a expressédo do gene GFP. B) Nucleos corados pelo hoescht
observados no filtro azul (UV) em ambos os grupos. C) Sobreposicdo das
imagens de A e B evidenciando a presenca das células GFP no grupo tratado
(setas). Aumento de 63X.

Em destaque, para a variavel necrose, percebeu-se ainda que ndo houve
diferenca entre o grupo Sham e Grupo 8 aos 31 dias de observacdo, o que
nos permite inferir que o grau de necrose decresceu, pois havia uma

diferenca estatistica aos 8 dias de observacao entre 0S mesmos grupos.

Em relacdo ao percentual de cilindros hialinicos no interior dos tubulos, aos
31 dias, constatou-se maiores propor¢cdes nos grupos tratados com CTM e
menores percentuais nos grupos nao tratados, os quais exibiram maiores

graus de necrose. A presenca do cilindro demonstra acumulo de proteina
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intracitoplasmética e que, com a evolucdo da degeneracdo tecidual, esse

cilindro passa a ser eliminado juntamente com a urina.

As demais diferencas estdo demonstradas nos gréficos abaixo (figuras 13, 14
e 15).
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Figura 13- Demonstracdo grafica da avaliacdo estatistica do grau de necrose,
dos grupos experimentais. Os nimeros na frente da letra G correspondem aos
diferentes tempos de avaliacdo, sendo 1 para oitos dias e 2 para 31 dias. Aos
oito dias, os grupos 3, 4, 7,8 e sham exibiram menores graus de necrose, se
diferenciando dos demais grupos. Aos 31 dias, o0s menores graus de necrose
foram visualizados nos grupos 4, 7, 8 e sham. Nao se verificou diferenca
estatistica do grupo sham para o grupo 8 a essa época.
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Figura 14- Demonstracao grafica da avaliacao estatistica do grau de dilatacédo
tubular, dos grupos experimentais. Os numeros na frente da letra G
correspondem aos diferentes tempos de avaliagdo, sendo 1 para oitos dias e 2
para 31 dias. Aos oito dias, os grupos 3, 7 e sham exibiram menores graus de
dilatacdo, se diferenciando dos demais grupos. Aos 31 dias, 0s menores graus
foram visualizados nos grupos 4, 7, 8 e sham.
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Figura 15- Demonstracdo grafica da avaliacdo estatistica do percentual de
cilindros hialinos no interior dos tdbulos renais, dos grupos experimentais. Os
nameros na frente da letra G correspondem aos diferentes tempos de avaliacéo,
sendo 1 para oitos dias e 2 para 31 dias. Aos oito dias, apenas 0s grupos 8 e
sham se diferenciaram dos demais grupos. Aos 31 dias, 0s menores percentuais
foram visualizados nos grupos 6 e sham.
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6 DISCUSSAO

Uma das vantagens da utilizacdo de CTM derivadas de tecido adiposo é pela
facilidade de aquisicdo, abundéancia de tecido para a coleta de células no
organismo e pelas caracteristicas favoraveis de cultura, expansao, e

manutencao por varias passagens (Zuk et al.,2002).

A baixa expressao de MHC-I e MHC-1l comprovadas pela citometria de fluxo
(23,02% e 4,50%, respectivamente), corrobora com as afirmacdes de Wan et
al. (2008) gue essas células séo consideradas imunoprivilegiadas, capazes de
nao serem reconhecidas pelo organismo do receptor como nao-préprias e de
nao acarretar rejeicdo aos transplantes halogénicos.Outra evidéncia da nao
ocorréncia dessa rejeicao, foi o fato dos animais manterem estado clinico e

comportamental estavel durante todo o experimento.

Os farmacos pré anestésicos utilizados promoveram analgesia e sedacédo dos
animais, como descrito por Okulicz-Kozaryn et al. (2000) e associados ao
isoflurano, foram eficazes para indu¢do e manutencdo anestésica. Ademais, a
preservacdo da arquitetura estrutural e funcional do parénquima renal e a
manutencdo dos niveis normais de ureia e creatinina séricas dos animais do
grupo sham, permitiu afirmar que o protocolo utilizado néo provocou
hipotensdo e nado causou interferéncia no experimento, semelhante ao

afirmado por Roso et al. (2012).

O clipe vascular de titanio foi eficiente para promover isquemia do 6rgao e
permitir o restabelecimento da reperfusdo, devido a preservacdo da
integridade dos vasos, quando comparado a outras técnicas estudadas
(Branco Filho et al.,2005). Os autores supracitados também identificaram
reperfusdo através do exame de Doppler colorido e encontraram,
macroscopicamente, mudanca da coloragéo renal de vermelho brilhante para

tons de vermelhos amarronzados.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okulicz-Kozaryn%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11037766
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O ultrassom bidimensional e o Doppler colorido agregaram informagdes
detalhadas da arquitetura vascular do 6rgdo e da presenca, direcdo e a
qualidade do fluxo sanguineo (Carvalho & Addad, 2009), permitindo a
avaliacdo anatdbmica e hemodinamica renal (Engelhorn et al., 2004). Por meio
desses exames de imagens também foi demonstrado a eficiéncia do clipe
vascular na inducdo da isquemia renal, pela ndo visualizacdo de fluxo
sanguineo, no momento da oclusdo. Mudanca da ecogenicidade renal de
hipoecoico para hiperecoico ao longo do periodo experimental, como
demonstrado por Park et al. (2005), também foram visualizados no presente

trabalho.

As mensuracfes de ureia sérica, ap0s 24 horas, nos grupos experimentais 1
e 5 apresentaram aumento em relacdo ao grupo controle, o que né&o foi
observado nos demais grupos. De acordo com estudos realizado por Lash et
al. (2001), Leal et al. (2001) Liu & Preisig (2002) a manutencédo dos valores
séricos de ureia, proximo dos valores basais, se justifica devido o rim
contralateral esta em franco funcionamento para compensar o desequilibrio
inicial, ocorrendo mobilizacdo de mitocondrias, uma maior demanda de
energia, além de ocasionar hipertrofia e hiperplasia celular, numa tentativa de

restabelecer a homeostasia do organismo.

Com o avancar do tempo experimental, as dosagens de ureia e creatinina dos
animais revelaram azotemia, demonstrando que o rim contralateral
apresentava sobrecarga, reduzindo sua taxa de filtragdo glomerular, nao

sendo capaz de manter a homeostasia intrarrenal.

Apoés 31 dias, os niveis de creatinina dos animais do grupo 2, 3, 4,5, 6 e 8
tenderam a normalidade, quando comparados ao controle. Em contrapartida,
os valores de ureia permaneceram elevados, com excec¢do dos animais dos
grupos 4 e 7. Chertow et al. (1995) explicaram esses niveis elevados de ureia
devido a necrose tubular aguda com o aumento da difusédo retrograda desse
composto seguida da queda na taxa de depuracdo plasmatica de ureia, em

relacdo a depuracédo da creatinina.
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Além das mensuracfes seéricas de ureia e creatinina, a analise da urina e 0
calculo do volume urinario sdo considerados testes importantes na
investigacao etiologica e funcional da DRA. O sedimento urinario costuma ser
pobre em células na doenca prerrenal, com formacgéo de cilindros hialinos e
pode-se encontrar oliglria ou anuria (Schrier et al. 2004). No presente
estudo, a coleta de urina, analise e a determinacdo do volume urinario nao
foram realizadas devido as dificuldade de manejo dos animais, uma vez que

eram alojados em duplas e em caixa contendo maravalha.

Macroscopicamente, aos oito dias, todos os grupo demonstraram discreto
aumento de tamanho do rim obstruido em relacdo ao contra-lateral. Tucci-
Junior et al. (2008) demonstraram que esse aumento de tamanho é devido
aumento de atividade de respiragdo mitocondrial, como um mecanismo

compensatorio do érgdo isquemiado

Nos grupos tratados com PBS, aos 8 e 31 dias de avaliagdo, visualizou-se
que o parénquima apresentou uma coloracao pélida difusa, caracterizando o
infarto renal evoluindo para necrose de coagulacdo. A oclusdo dos vasos
resultou em infartos hemorragicos que inicialmente tornou o parénquima cinza
amarelado a palido, em 2 a 3 dias, pela lise dos eritrécitos e a remocédo da
hemoglobina renal, e essa coloracdo manteve-se ao longo do tempo (Confer
& Panciera, 1998)

Segundo Mota (2005), a patologia mais frequente, subjacente a DRA, é a
necrose tubular aguda. No presente estudo, aos 8 dias, nos grupos tratados
com PBS (grupos 1, 2, 5 e 6), alteracdes microscopicas caracteristicas de
necrose, como a presenca de debris celulares e perda da arquitetura tubular e
glomerular, foram identificadas em quase toda extensao das laminas. Esses
achados evoluiram para necrose intensa, com total perda de vascularizacéo,

aos 31 dias, em todos os campos analisados pela microscopia.

Os grupos tratados com CTM apresentaram, aos oito dias, areas de necrose
em menor niamero de campos quando comparados aos grupos tratados com

PBS e, apés 31 dias, estas areas eram extintas. Aos 31 dias, sobretudo nos
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animais transplantados pela via intrarrenal, apds 48 horas (grupo 8),
constatou-se nos campos histologicos avaliados, regibes bem vascularizadas
e areas em franco processo de regeneracdo, com figuras de mitose e
reconstituicdo glomerular, e arquitetura semelhante ao do grupo sham. Em
estudos recentes, Chen et al. (2011) observaram que as CTM, originadas do
tecido adiposo, preservaram a integridade arquiteténica do parénquima renal,

além de participarem da angiogénese, apos leséo de isquemia e reperfuséo.

Destaca-se também que o0s resultados dos grupos que receberam o
transplante pela via intrarrenal foram superiores ao encontrado nos grupos do
transplante via hematdgena pela inoculacdo na veia da cauda. Ao se realizar
o transplante no local da lesdo, proporcionou-se uma maior concentracao de
células indiferenciadas interagindo com o tecido do hospedeiro, sinalizando
por meio dos fatores de crescimento e exercendo o efeito paracrino sobre as
demais células do organismo (Kale et al, 2003; Bi et al., 2007; Wan et al.,
2008; Feng et al., 2010). Em acréscimo, as células remanescentes no 6rgao
foram estimuladas a se diferenciar, proliferar e se mobilizarem (Duffield et al.,
2005; Kopp et al., 2005), contribuindo para o repovoamento celular do epitélio
tubular (Kim et al., 2011) a fim de preservar a integridade do parénquima renal

e funcionalidade renal.

Os grupos 7 e 8 obtiveram melhores respostas na recuperacdo morfologica e
funcional do rim, quando comparado aos grupos 3 e 4. Isso nos permite inferir
gue as CTM transplantadas, apés 48 horas, interagiram melhor com o nicho
hospedeiro, num momento que ja se iniciava a resposta inflamatoria do tecido
lesado. Essa fase inicial presente em todos 0s processos de reparagao
tecidual, também libera mediadores quimicos, como o interferon gama (INF-
Y), 0 que intensifica a interacdo das CTM com o nicho, aumentando a

sinalizagdo paracrina e o recrutamento de células (Fuchs et al., 2004)

O efeito paracrino das CTM foi reforcado pela visualizagdo de poucas células
de expressdo GFP pela avaliacdo por imunofluorescéncia, contrastando com
toda a melhora estrutural e funcional visualizada histologicamente, sobretudo,

no grupo 8. De acordo com Lindoso et al. (2011), essa observacdo esta
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correta, pois ndo se espera reposi¢cao celular por meio da diferenciacédo das
CTM e sim recuperacao funcional das células locais mediada pelos efeitos

paracrinos exercidos pelas células indiferenciadas transplantadas.
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7 CONCLUSAO

Sob as condi¢cbes que foram realizadas esse experimento, constata-se que:

- 0 transplante halogénico de CTM derivadas de tecido adiposo, contribui
positivamente para a substituicdo do tecido necrético por células tubulares
renais, vascularizacdo do parénquima renal e restabelecimento funcional do

orgéo;

- 0 transplante pela via intrarrenal foi superior ao transplante pela via

hematogena na recuperacao do 6rgao;

- 0s pacientes transplantados apds 48 horas da lesdo apresentaram melhores

resultados do que aqueles tratados apds 24 horas.
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