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RESUMO

RESUMO

Comparacgao dos efeitos de células-tronco e de suas vesiculas extracelulares

no tratamento de lesdo renal induzida por estenose crénica da artéria renal

A estenose crbnica da artéria renal é considerada uma das causas mais frequentes
de hipertensao renovascular (HR) podendo levar a injuria irreversivel do tecido renal
e deterioracdo da funcao renal. Neste projeto utilizamos o modelo experimental de
estenose parcial da artéria renal conhecida como modelo 2 rins - 1 clipe (2R-1C)
para induzir HR e hipdxia renal crénica. Diante das alternativas limitadas de
tratamentos e a reduzida habilidade angiogénica e regenerativa dos rins, as células-
tronco surgem como uma alternativa promissora de terapia para lesdo renal pos-
isquemia crbnica. Estudos prévios mostraram que células-tronco mesenquimais
(MSC) obtidas de medula 6ssea produziram significantes beneficios no modelo 2R-
1C através de efeitos paracrinos, estimulando a angiogénese e a imunomodulagéo.
Evidéncias recentes indicam que o meio condicionado de MSC contendo vesiculas
extracelulares (VE), incluindo as microvesiculas (MV) e os exossomos (EX) tém
efeitos terapéuticos semelhantes as proprias MSC. Portanto, o objetivo deste estudo
foi investigar e comparar os efeitos das MSC obtidas de tecido adiposo e suas MV e
EX na regeneracgao tecidual no modelo 2R-1C. Metodologia: As MSC foram obtidas
do tecido adiposo branco (ASC) de ratos Wistar e foram caracterizadas de acordo
com o seu imunofendtipo e multipotencialidade. As vesiculas extracelulares (VE)
foram isoladas do meio de cultura das ASC e separadas, de acordo com o tamanho,
em MV e EX por ultracentrifugagdo. As vesiculas foram identificadas por
rastreamento de nanoparticulas (Nanosight) e analisadas pela presenga de
marcadores especificos para cada tipo de VE por western blotting. Ratos Wistar
machos foram divididos em cinco grupos: 1- Grupo Sham; 2- Grupo Estendtico; 3-
Grupo Estenotico + ASCs; 4- Grupo Estendtico + MV; 5- Grupo Estendtico + EX. As
ASC, MV e EX foram infundidas através da veia caudal na 32 e 52 semanas apoés o
clampeamento da artéria renal esquerda. A pressao arterial sistdlica (PAS) foi
acompanhada semanalmente. Apods seis semanas foram coletados urina de 24
horas e sangue para as analises bioquimicas. Os rins foram retirados para analise
de biologia molecular. A expressado génica foi verificada por PCR quantitativo em
tempo real analisando os seguintes marcadores: Colageno | (Col I), TGFB, HIF-1a
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SDF-1a, IL-1B8 e IL-10 no cortex e na medula renal. Resultados: Analise por
citometria de fluxo mostrou que apds 48 horas as ASCs ficaram retidas
principalmente nos rins estendtico e contralateral seguido pelos pulmdes e coragao.
Apos 15 dias a presenga de ASC diminuiu significantemente nos pulmdes, mas
ainda estavam presentes em ambos os rins. Os animais estendticos apresentaram
um aumento progressivo da PAS enquanto os grupos tratados com ASC, MV e EX
apresentaram uma estabilizacdo da PAS em graus semelhantes entre os diferentes
tratamentos. A creatinina plasmatica foi similar entre os grupos, entretanto, os
animais estenoticos desenvolveram proteinuria a qual foi reduzida pelo tratamento
com ASC e MV, mas ndo com EX. Houve um aumento na expressao de Col | e
TGFB no rim estendtico e contralateral (cértex e medula) o qual foi reduzido pelo
tratamento com ASC, MV e EX. Os animais tratados com ASC apresentaram um
aumento significante na expressao do marcador de homing de células-tronco SDF1-
a no cértex e medula tanto no rim estendtico quanto no rim contralateral, os grupos
tratados com MV e EX também apresentaram aumento, embora menor, na
expressao de SDF1-a em ambos os rins. O marcador de hipoxia HIF1-a apresentou
aumento no rim estenadtico e os tratamentos com ASC, MV e EX foram eficientes em
reduzir este marcador. Houve um aumento da citocina pré-inflamatéria IL-18 em
ambos os rins dos animais hipertensos sendo eficientemente reduzida nos dois rins
principalmente pelo grupo tratado com ASC e os tratamentos com ASCs, MV e EX
foram capazes de induzir um aumento na expressao da citocina anti-inflamatéria IL-
10. Em conclusao, os resultados sugerem que as VE liberadas por ASC produziram
bons resultados, porém com menor eficiéncia em alguns parametros quando
comparado as ASC. A utilizacdo das ASC produziu efeitos mais eficazes neste
modelo de hipdxia crénica comparados a MV e EX e, portanto, a utilizagdo das VE
em substituicdo as células deve ser avaliada na dependéncia do parametro a ser

corrigido.

Palavras-chave: hipertensdo renovascular, doenga renal crénica, células-tronco

mesenquimais, células-tronco de tecido adiposo, microvesiculas, exossomos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Comparison of the effects of stem cells and extracellular vesicles in the

treatment of kidney damage induced by chronic renal artery stenosis

Chronic renal artery stenosis is considered one of the most frequent causes of
renovascular hypertension (RH), which can lead to irreversible renal tissue damage
and deterioration of renal function. In this project we used the experimental model of
partial stenosis of the renal artery known as 2 kidneys - 1 clip model (2K-1C) to
induce RH and chronic renal hypoxia. Faced with limited treatment alternatives and
reduced angiogenic and regenerative ability of the kidneys, stem cells appear as a
promising alternative therapy for chronic renal ischemia. Previous studies have
shown that mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from bone marrow have
produced significant beneficial effects on the 2K-1C model through paracrine effects,
stimulating angiogenesis and immunomodulation. Recent evidence indicates that
MSC conditioned medium containing extracellular vesicles (EV), including
microvesicles (MV) and exosomes (EX) released by MSC have therapeutic effects
similar to MSCs. Therefore, the aim of this study was to investigate and compare the
effects of MSC obtained from adipose tissue and MV and EX on tissue regeneration
in the 2K-1C model. Methods: MSCs were obtained from white adipose tissue (ASC)
of Wistar rats and were characterized according to their immunophenotype and
multipotentiality. Extracellular vesicles (EV) were isolated from the ASC culture
medium and size-separated in MV and EX by ultracentrifugation. Vesicles were
identified by nanoparticles tracking using Nanosight and analyzed by the presence of
specific markers for each type of EV by western blotting. Male Wistar rats were
divided into five groups: 1- Sham Group; 2- Stenotic Group; 3- Stenotic Group +
ASCs; 4- Stenotic Group + MV; 5- Stenotic Group + EX. The ASC, MV and EX were
infused through the tail vein at the 3™ and 5" weeks after clamping. Systolic blood
pressure (SBP) was monitored weekly. After six weeks, 24-hour urine and blood
were collected for biochemical analyzes. Kidneys were removed for molecular
biology analysis. Gene expression was verified by quantitative real-time PCR and
analyzed using the following markers: Collagen type | (Col ), TGFf, HIF-1a SDF-1q,
IL-18 and IL-10 in the renal cortex and medulla. Results: Flow cytometry analysis

xii
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showed that after 48 hours the ASCs were retained mainly in the stenotic and
contralateral kidneys followed by lungs and heart. After 15 days the presence of ASC
decreased significantly in the lungs but was still present in both kidneys. The stenotic
animals showed a progressive increase in SBP while the groups treated with ASC,
MV and EX showed a stabilization of PAS in similar degrees between the different
treatments. Plasma creatinine was similar between groups, however, the stenotic
animals developed proteinuria which was reduced by treatment with ASC and MV an
effect not observed in the EX treated group. There was an increase in the expression
of Col I and TGFR in the stenotic and contralateral kidney (cortex and medulla) which
was reduced by the treatment with ASC, MV and EX. ASC-treated animals showed a
significant increase in expression of the stem cells homing marker (SDF1-a) in the
cortex and medulla in the stenotic and contralateral kidney, the MV and EX treated
groups also showed an smaller increase in the expression of SDF1-a in both kidneys.
The hypoxia marker (HIF1-a) presented an increase in the stenotic kidney and the
treatments with ASC, MV and EX were efficient in reducing this marker. There was
an increase of the pro-inflammatory cytokine IL-18 in both kidneys of the
hypertensive animals being efficiently reduced in both kidneys mainly by the ASC
treated group and the treatments with ASCs, MV and EX was able to induce an
increase the anti- inflammatory cytokine IL- 10. In conclusion, the results suggest that
the EV released by ASC produced good results, but with lower efficiency in some
parameters when compared to ASC. The use of ASCs has produced more effective
effects in this model of chronic hypoxia and the use of EV in replacement to cells

should be evaluated depending on the parameter to be corrected.

Keywords: renovascular hypertension, chronic kidney disease, mesenchymal stem

cells, adipose derived stem cells, microvesicles, exosome.
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INTRODUCAO

1. INTRODUQAO
1.1 Estenose cronica da artéria renal

A estenose crénica da artéria renal € considerada uma das causas mais
frequentes de hipertensao renovascular (HR) [1], podendo levar, através da hipdxia
cronica, a injuria irreversivel do tecido renal e deterioracdo da funcdo renal. A
prevaléncia de HR é estimada em 2% da populagao geral de hipertensos e esta se
tornou uma importante causa de doenca renal terminal especialmente em pacientes
idosos [1-4].

Neste projeto pretendemos utilizar o modelo experimental de estenose parcial
da artéria renal conhecida como modelo 2 rins-1 clipe (2R-1C), desenvolvido por
Goldblatt et al., para induzir HR. No modelo de Goldblatt a aplicagdo de um clipe
constritor na artéria renal em caes levou a uma redugao de aproximadamente 50%
do fluxo sanguineo renal (FSR), diminuindo a taxa de filtracdo glomerular (TFG) no
rim isquemiado [5-7]. A reducéo do FSR resulta em redugao na pressao de perfusao,
ativagdo do sistema renina-angiotensina (SRA) e ativacdo do sistema nervoso
simpatico (SNS), fatores que contribuem para a génese e manutengcdo da
hipertensao arterial, respectivamente. O entendimento sobre a participacdo do SRA
nesta condigao fisiopatolégica avangou através do resultado do desenvolvimento de
varios agentes farmacologicos que bloqueiam de forma eficaz componentes desta
cascata na melhora das alteragbes hemodinamicas sistémicas [8-10], porém essas
estratégias ndo impedem os efeitos renais da hipoxia crénica como a rarefacéo
vascular, inflamagao e fibrose no rim isquemiado [8, 11-15].

O aumento dos niveis de angiotensina Il (Ang 1) no modelo 2R-1C produz
maior retengédo de sodio, expansao do volume extracelular, aumento da resisténcia
vascular sistémica, aumento da producdo de aldosterona e do hormdnio
antidiurético, ativacdo do SNS, lesdo renal e fibrose. Apesar do avango no
entendimento da fisiopatologia da HR, o controle da hipertensao renovascular ainda
€ critico, e a eficacia das drogas anti-hipertensivas ainda nao alcangou um nivel
satisfatorio onde 60% dos pacientes sao refratarios ao tratamento [15]. Assim, mais
do que o controle da pressao arterial, a restauracdo do fluxo sanguineo renal e

reestruturacdo do parénquima renal sdo fundamentais no tratamento da doenca

2



INTRODUCAO

renal em consequéncia a isquemia crénica, o que poderia resultar na normalizagao
da PA [5, 8, 11, 15]. Além disto, estudos clinicos reportaram que mesmo a resolugao
da estenose através de angioplastia tem efeito limitado e frequentemente néo
demonstra qualquer efeito sobre a recuperagao da fungao renal [16-19].

Diante das alternativas limitadas de tratamentos e a reduzida habilidade
angiogénica e regenerativa do rim, as células-tronco (CT) surgem como um

alternativo potencial de terapia para lesao renal pés-isquemia crénica.

1.2 Células-Tronco

As células-tronco sao caracterizadas pelo seu fendtipo indiferenciado, sua
habilidade de auto-renovacao, elevada capacidade proliferativa e seu potencial de
diferenciagao [20-22]. Tais células podem ser divididas em dois principais grupos, as
células-tronco pluripotentes  (células-tronco embrionarias e células-tronco
pluripotentes induzidas) e as multipotentes (adultas/hematopoiéticas) incluindo as
células mesenquimais.

Com base em sua origem, as células-tronco sdo divididas em diferentes
categorias. As células-tronco de origem embrionaria (do inglés, Embryonic Stem
Cells - ESC) séao células pluripotentes isoladas a partir do blastocisto e possuem a
capacidade de gerar células das trés linhagens germinativas [23, 24] apresentam
como principais caracteristicas sua alta taxa proliferativa, auto-renovagdo e alto
potencial terapéutico, entretanto sua utilizacdo é limitada pela sua capacidade de
formacéo de teratoma in vivo e pela dificuldade e obtencao devido aos problemas
éticos relacionados a destruicdo de embrides humanos [25].

As células-tronco pluripotente induzidas (do inglés, Induced Pluripotent Stem
Cells- iPS) foram geradas a partir de células adultas reprogramadas para expressar
4 fatores de transcricdo (OCT 3/4, SOX2, KLF4 e c-MYC) [26]. Este tipo celular
possui caracteristicas similares as ESC como auto-renovagao, alta taxa de
proliferacdo e diferenciacdo [27], tornando estas células uma fonte atraente nas
areas de medicina regenerativa.

As células-tronco mesenquimais por sua vez, faz parte do grupo das células-

tronco adultas sendo encontrada praticamente em todos os tecidos adultos, sao
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células multipotentes, fusiformes com formato semelhante a fibroblastos. Estas
células também possuem a capacidade de auto-renovacgao e alta capacidade de
proliferacédo in vitro. A sua facilidade de obtencdo e diferenciagao torna-se um tipo

celular importante na medicina regenerativa [28, 29].

1.3 Células-Tronco Mesenquimais (MSC)

As células-tronco mesenquimais (MSC) foram originalmente descritas em
1970 por Friedenstein [30] o qual utilizou células derivadas de medula éssea
demonstrando que estas células apresentam caracteristicas morfolégicas
semelhantes a fibroblastos e possuem a capacidade de formar unidades de colénia
in vitro. A partir deste momento, Caplan e colaboradores em 1991 definiram estas
células como células com capacidade de gerar linhagens celulares diferentes de sua
origem e estabeleceram o termo células-tronco mesenquimais (do inglés,
Mesenchymal Stem Cells-MSC) [31].

As MSC sao células adultas multipotentes que possuem um menor potencial
de formagédo de teratomas sendo excelentes candidatas para a regeneragédo de
tecidos devida suas caracteristicas como divisdo moderada e sua
multipotencialidade [20, 32]. As MSCs podem ser obtidas de varias fontes, incluindo
medula Ossea, estroma medular, tecido adiposo, peridosteo, membrana e fluido
sinovial, musculo esquelético, derme, dente decidual, cartilagem articular, sangue do
cordao umbilical, placenta, liquido amnidtico, tecidos fetais, sangue periférico e
figado [28, 29, 31, 33-43].

A International Society for Cellular Therapy estabeleceu critérios para a
definicdo das MSC. Estas células devem apresentar a capacidade de diferenciagao
condrogénica, adipogénica e osteogénica (multipotencialidade), aderéncia ao
plastico e expressdo especifica de antigenos de superficie (Ag) positivos (>95%)
para grupamento de diferenciagéo (do inglés, Cluster of Differentiation - CDs): 13,
29, 44,73, 90, 105 e 166, e negativos (<2%) para CDs 11, 11b, 14, 31, 34, 45 e 62¢
[29, 32]. Entretanto algumas diferengas sdo existentes em células isoladas de
diferentes origens.
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As MSC possuem diversas caracteristicas, entre elas a capacidade de migrar
(do inglés, homing) para as areas lesionadas, e sdo atraidas através de fatores de
crescimento e quimiocinas liberadas pela leséo tecidual. As MSC quando atingem o
local da lesdo, secretam fatores troficos e imunomodulatérios [44] auxiliando no
reparo tecidual através de efeitos paracrinos. O tecido lesado produz citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento [45] que estdo envolvidos no homing de
células-tronco. Além disto, as MSC secretam moléculas e expressam receptores que
influenciam no processo de migragao in vivo, entre eles o fator derivado de células
estromais (do inglés, Stromal-cell-derived fator 1alfa - SDF-1a) [46] e o seu receptor
conhecido como receptor de quimiocinas do tipo 4 (do inglés, Chemokine receptor
type 4- CXCR4) [47]. A indugdo do SDF-1/CXCR4 apds isquemia é mediado pelo
fator de indugéo de hipoxia (do inglés, Hypoxia-inducible fator-1- HIF-1), um fator de
transcricdo que atua como mediador central de resposta celular durante condicbes
de hipoxia [48]. As metaloproteases (MMPs) também s&o importantes proteases que
estdo envolvidas no processo de migragdo celular e também estdo envolvidas no
processo de homing de MSC juntamente com o aumento das citocinas inflamatorias
(IL-1B8, TNF-a e TGF-B) que regulam a migracdo de MSC através do aumento de
expressao de MMPs [48].

Varios trabalhos vém demonstrando que as MSC possuem, através de efeitos
paracrinos, a capacidade de modular o sistema imunoldgico [44], reduzindo a
inflamacao [49], contribuindo para a tolerancia a transplantes, além de participar de
mecanismos de regeneracéao celular e angiogénese. [15, 50-52].

Trabalhos prévios realizados em nosso laboratério utilizando células-tronco
derivadas de medula 6ssea (do inglés, Bone Marrow Stem Cell - BMSC) no modelo
2R-1C em ratos, demonstrou que o tratamento com estas células preveniu o
aumento progressivo da pressao arterial, reduziu a fibrose, proteinuria e promoveu
melhora na rarefacdo microvascular no rim estenético [15]. Por outro lado, o rim
contralateral apresenta caracteristicas de um rim hipertenso o qual esta
constantemente exposto a elevados niveis de pressao sanguinea, apresentando
alteragdes estruturais e funcionais. O tratamento com BMSC também melhorou a
morfologia, reduziu fibrose e atenuou a expressao de citocinas préo e anti-

inflamatdrias no rim contralateral [53].
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Estes trabalhos utilizando BMSC promoveram um avancgo na recuperacao da
funcdo renal pdés-isquemia cronica e devido aos significativos efeitos benéficos
destas células se faz necessario testar a efetividade terapéutica de células-tronco
mesenquimais obtidas de outras origens, como por exemplo, do tecido adiposo, o

qual representa uma fonte mais acessivel comparado a medula éssea.

1.4 Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ASCs)

O tecido adiposo é derivado da camada mesodermal do embrido e se
desenvolve durante os periodos pre e poés-natal [54]. Recentemente, o tecido
adiposo foi reconhecido como uma fonte alternativa de células-tronco
mesenquimais, este tecido apresenta algumas caracteristicas relevantes por ser
facilmente acessivel e apresentar alta reprodutibilidade e abundancia [36]. As
células-tronco de tecido adiposo (do inglés, Adipose Stem Cells - ASCs) foram
identificadas, isoladas e caracterizadas por Zuk et al., 2002 utilizando lipoaspirado
humano levando o conhecimento de que o tecido adiposo poderia ser uma fonte de
MSC alternativa a medula 6ssea [35]. ApOos a expansdo in vitro, as ASCs
apresentam morfologia fibroblastoide similar a observada em BMSC. Além disso, as
ASCs apresentam uma série de marcadores de superficie similares a BMSC (Tabela
1) apresentando padrédo de expressao positiva para o marcador CD 29 (adeséo), CD
105, CD90, CD73, CD44 e STRO-1 (mesenquimais) e padrao negativo para os
marcadores CD34, CD45 (hematopoiéticos), CD31 (endotelial) [55, 56]. As ASCs
assim como as BMSC, também podem se diferenciar in vifro em linhagens
osteogénicas, adipogénicas, neurogénica, miogénica e condrogénica quando

cultivadas com fatores especificos [36, 57].
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Marcadgr_de ::g:::sgi
superficie
ASC BMSC
CD29 * *
CD31 - -
CD34 - _
CD44 * *
CD45 - _
CD73 * *
CD90 * *
CD105 * *
STRO-1 * *

Tabela 1: O fenétipo de marcadores de superficie celular de ASC é similar aos de BMSC.
Adaptado de Strem et al 2005 [55].

As ASCs apresentam algumas caracteristicas que as tornam melhores
candidatas a terapia celular do que as BMSC. Grandes quantidades de tecido
adiposo podem ser extraidas em um unico procedimento cirurgico simples e de facil
acesso [58], esta diferenca torna as ASCs uma fonte mais atraente para aplicagcbes
clinicas devido a sua facilidade de obtencdo. Foi demonstrado que as ASCs
possuem uma maior capacidade proliferativa in vitro [59] e secretam diversas
interleucinas e fatores troficos similares a BMSC entre eles o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo-1 (IGF-1), fator de crescimento basico de fibroblastos
(bFGF), proteina de quimioatragdo de mondcitos (MCP-1), fator derivado de células
estromais 1 alfa (SDF1-a), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) sendo que alguns deles as ASC secretam em maiores quantidades, como fator de
crescimento endotelial (VEGF) e fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) quando
comparadas as BMSC [60].

Analises comparativas utilizando MSC obtidas a partir de tecido adiposo e
medula-6ssea mostrou que as ASCs nao apresentam diferencas em relacdo a
morfologia, fendtipo, taxa de isolamento de MSC, frequéncia de colbnias e
capacidade de diferenciacao in vitro [61, 62]. Adicionalmente, foi demonstrado que o
tecido adiposo apresenta um numero maior células-tronco mesenquimais/mL de
tecido obtido quando comparado a medula éssea [63] e as MSC encontradas na
medula éssea apresentam um declinio de acordo com a idade do doador o que pode

levar a problemas no uso autélogo (Figura 1A) [64, 65].
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Figura 1: O nimero de MSCs derivadas de medula-6ssea diminui de acordo com a idade (A)
Desde a primeira publicagdao em 2005, houve um crescimento constante nos estudos clinicos
utilizando células-tronco derivadas de tecido adiposo (B) Adaptado de Caplan et al 2009 [65] e
Toyserkani et al.,2017 [66]

Este tipo celular torna-se candidato a medicina regenerativa devido a sua
facilidade de obtencdo, grande quantidade de células podem ser extraidas em um
unico procedimento cirurgico apresentando minimo desconforto ao paciente
comparado a BMSC que levam a dor e morbidade ao paciente. O procedimento de
obtencdo das células de tecido adiposo em cirurgia pode ser repetido e as células
extraidas podem ser cultivadas e expandidas in vitro para obtengdo do numero
necessario de células para terapia celular [35, 59, 67-69].

Até o momento, diversos estudos utilizando modelos animais ja comprovaram
o potencial de diferenciagao in vivo deste tipo celular, demonstrando desta forma a
importancia desta fonte de células-tronco e sua utilizagdo em modelos animais e na
aplicagao clinica [68, 70-73].

O primeiro estudo clinico o qual utilizou ASC em terapia celular foi publicado
em 2005 seguido de um crescimento expansivo desde 2012 até 2016 (Figura 1B)
[66]. Um estudo pré-clinico utilizando ASC foi o primeiro em testar a eficacia do
transplante autdlogo de MSC em pacientes com doencga renovascular. O tratamento
com ASC em humanos demonstrou ser bem eficaz em aumentar o fluxo sanguineo

renal, reduzir a hipoxia e estabilizar a taxa de filtragdo glomerular trés meses apos o
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tratamento. Nenhum efeito adverso foi observado apds o tratamento o que

demonstra um grande avango na pesquisa clinica utilizando ASC [74].

1.5 Meio condicionado e vesiculas extracelulares derivados de MSC

As MSC secretam diversos fatores de crescimento e citocinas que promovem
efeitos anti-inflamatérios, imunossupressores, anti-apoptoticos e proliferativos. O
conjunto de substancias secretadas pelas células é denominado “secretoma” e o
meio condicionado (MC) obtido de MSC produz um efeito protetor semelhante as
MSC em diversos modelos de lesao renal aguda [75-77].

Neste cenario, diversos estudos demonstraram que o MC foi capaz de reduzir
a injuria tubular renal [75, 78]. Em modelos de lesdo renal aguda o MC induziu
significativamente a proliferacdo celular e inibiu a necrose tubular aumentando a
velocidade de recuperacao da funcao renal, este efeito protetor parece ser mediado
por diversas substancias, incluindo RNAs, transportados por vesiculas extracelulares
presentes no MC [79]. Assim, a administracido de MC pode ter efeitos tdo benéficos
quanto as MSC com a significativa vantagem de reduzir problemas associados com
a incompatibilidade de transplante alogénico da MSC e formacgao tumoral [80-82],
apresentando, portanto um enorme potencial clinico.

As vesiculas extracelulares (VE) sdo produzidas e liberadas por diversos tipos
celulares incluindo as MSC, e contém diversas moléculas ativas como fragmentos de
DNA, mRNAs, microRNAs e proteinas. Estas microestruturas tém papel relevante
nos mecanismos de comunicagao celular [83, 84]. As VE podem influenciar outras
células através de diversos mecanismos como interagdo com receptores de
superficie, estimulagéo direta, transferéncia de material genético e proteinas. Estas
vesiculas consistem em uma populagao heterogénea que diferem entre si de acordo
com sua origem, tamanho e taxa de sedimentagdo [85]. Existem trés classes
principais de VE: as microvesiculas, exossomos e corpos apoptoéticos [83].

Os corpos apoptdticos sao particulas de tamanho entre 1000-5000nm e sao
liberados através da fragmentagdo da membrana plasmatica durante o processo de
apoptose (Figura 2C) [86]. O segundo grupo € formado pelas microvesiculas (MV),
sdo particulas com tamanho entre 100-1000nm de didmetro representando uma

populagdo relativamente heterogénea de vesiculas com diferentes formatos. A
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biogénese ocorre a partir de um brotamento da membrana citoplasmatica sendo
liberado para o espago extracelular (Figura 2B) [87].

Os exossomos (EX) por sua vez, possuem tamanho entre 40-100nm, sao,
portanto, vesiculas menores sendo secretados por diversos tipos celulares. Sua
biogénese ocorre dentro de corpusculos intracelulares multivesiculares e liberados

apos a fusdo com a membrana citoplasmatica (Figura 2A) [87].

(A) Exossomos (B) Microvesiculas (C) Corpos Apoptéticos

w &
'S .
Liberados peloscorpos Brotamento da membrana Fragmentacdo celular

multivesiculares plasmatica

Figura 2: Principais classes de vesiculas extracelulares (VE). Os exossomos s&o gerados por
meio de um brotamento da membrana endossomal. Como elas se acumulam, elas formam os corpos
multivesiculares (MVB) que por sua vez, transitam do citosol até a superficie celular onde ocorre a
fusdo com a membrana liberando o conteudo exossomal para o espago extracelular (A). As
microvesiculas (MV) sdo formadas pelo brotamento da membrana plasmatica (B) os corpos
apoptoticos sdo formados através de fragmentagdes da membrana plasmatica e contém fragmentos
nucleares (C). Adaptado de Kanada et al 2016 [88]

As VE provenientes de MSC induzem efeitos tao eficientes quanto as MSC na
reconstrugdo tecidual, apresentando um efeito renoprotetor principalmente em
modelos animais com doenga renal aguda restaurando a morfologia, promovendo
angiogénese, proliferagdo celular, reduzindo a fibrose e restaurando a fung¢ao renal
[89-91] e este efeito foi observado principalmente em modelos agudos de doenca
renal, porém em modelos cronicos o estudo de vesiculas extracelulares ainda foi
pouco explorado, por isso pretendemos abordar esta nova terapia neste modelo
crénico de isquemia renal para comparar o uso de microvesiculas e exossomos com
os efeitos da administragdao das MSC obtidas de tecido adiposo.

Considerando os beneficios da utilizacdo de terapias celulares incluindo MSC

de medula éssea, até o momento descrito, faz-se necessario o aprimoramento deste
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tipo de tratamento com o intuito de reduzir os efeitos colaterais e aumentar a
eficiéncia terapéutica. Neste contexto, este estudo pretende testar a hipétese de que
MSC obtidas de tecido adiposo bem como suas microvesiculas e exossomos

possuam efeitos terapéuticos semelhantes aos obtidos com MSC de medula dssea.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar e comparar os efeitos e a eficiéncia das células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo e suas vesiculas extracelulares na lesédo renal induzida

por estenose crbnica da artéria renal utilizando o modelo 2R-1C.
2.2 Objetivos especificos

1- lIsolar, caracterizar e avaliar a distribuicdo de células-tronco derivadas de
tecido adiposo (ASCs) nos diferentes 6rgéos. lIsolar e caracterizar as
vesiculas extracelulares (VE) derivadas das ASC e avaliar seu potencial
terapéutico

2- Comparar a eficiéncia terapéutica de ASC e VE no tratamento dos animais
estendticos com relagao a:

- fungéo renal dos animais por dosagem bioquimica plasmatica e urinaria;
- expressao génica verificada por PCR em tempo real analisando os
seguintes marcadores: Colageno tipo |, TGFB, HIF-1a SDF-1q, IL-1B e IL-10.

12
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3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEUA-UNIFESP)
numero 6972080514.

3.1 Modelo Animal e protocolo experimental

Ratos Wistar machos (150-180g) foram fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento
de Modelos Experimentais da Universidade Federal de Sao Paulo (CEDEME-
UNIFESP) e mantidos em salas especiais com temperatura controlada (23°C), ciclo

claro/escuro (12h/12hs), ragao padrao e agua ad libitum.
Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

- Grupo Sham: animais foram manipulados sem obstrucédo da artéria renal

- Grupo Estendtico: animais com estenose da artéria renal receberam

tampao PBS via endovenosa

- Grupo Estenético + ASC: animais estendticos tratados com células-

tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ASC)

IV-  Grupo Estendtico + MV: animais estendticos tratados com

microvesiculas (MV) derivadas de ASCs

V- Grupo Estenético + EX: animais estendticos tratados com exossomos
(EX) derivados de ASCs

Os animais foram seguidos por seis semanas apds o clampeamento da artéria renal
esquerda. As ASCs, MV ou EX foram administradas em dois periodos, na 3 semana
e na 5% semana apo6s o clampeamento (Figura 3 A). Para avaliar a migragdo e o
tempo de retencdo das ASCs nos tecidos, as células foram administradas seis
semanas apos a estenose, sendo estabelecidos quatro grupos conforme o periodo
apos a administragcao das ASCs (24 horas, 48 horas, 72 horas e 15 dias) (Figura 3
B).
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A
Traceamento das ASC
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Figura 3: Traceamento e Protocolo Experimental. Analises de migragédo e tempo de retengéo das
ASC nos tecidos (A) Protocolo experimental de tratamento dos animais estendticos utilizando célula-

tronco derivada de tecido adiposo (ASC), microvesiculas (MV) e exossomos (EX) derivados de ASC

(B).

3.2 Indugédo da estenose crénica da artéria renal esquerda (2R-1C)

Os animais foram anestesiados com xilazina (Sedafarm, Farmabase Saude Animal
Lta, Brasil - 20 mg/ kg) e ketamina (Agener, Uniao, Brasil - 40 mg/ Kg), por inje¢cao
intraperitoneal (IP). A artéria renal esquerda foi parcialmente ocluida por um clipe de
prata (0,2 mm de abertura) constrito o suficiente para reduzir o fluxo sanguineo renal
em cerca de 50% promovendo uma condicdo necessaria para desenvolver a
hipertensdo renovascular e induzir um quadro de hipdxia crbnica [5]. Ratos
submetidos ao mesmo procedimento cirargico, porém, sem oclusao parcial da artéria
renal (cirurgia ficticia) foram considerados como animais controles (Sham). Apds a
cirurgia os animais foram mantidos em gaiolas individuais e observados por 24
horas. Nesse periodo, analgésico foi administrado para reduzir o desconforto pds-

operatorio. Apds a recuperagao cirurgica os animais foram transferidos para gaiolas
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coletivas respeitando-se os grupos especificos e seguidos por seis semanas. Ao
final do protocolo foram colocados em gaiola metabdlica para coleta de urina 24
horas. Em seguida foram anestesiados com xilazina/ketamina para obtengdo de
sangue por punc¢ao da aorta abdominal e retirada dos rins para analise histologica e

de biologia molecular.

3.3 Analises da pressao arterial sistélica

A presséo arterial sistélica (PAS) foi aferida semanalmente apds a oclusao da artéria
renal por plestimografia (PowerLab-ADInstruments, Castle Hill, Australia). Cada
animal foi mantido por 10 minutos em uma caixa de aquecimento para promover
vasodilatagcao da artéria caudal e facilitar a medida da PAS através de um sensor
conectado a um sistema computadorizado (LabChart-ADInstruments, Castle Hill,
Australia) contendo um software especifico de integracdo. Este procedimento foi
realizado trés vezes e a média semanal dos valores foi analisada durante seis

semanas.

3.4 Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimais de tecido adiposo

(ASCs)

Ratos Wistar machos foram utilizados como doadores de ASCs. Os animais foram
eutanasiados através de uma overdose de xilazina/cetamina seguida por perfuragao
do diafragma. O tecido adiposo branco foi removido da regido gonadal, sob
condigbes estéreis e lavado com PBS (Tampao fosfato salino). Em seguida, o tecido
foi digerido mecéanica e enzimaticamente a 37°C por 40 minutos, sob agitagdo
constante, numa solugdo contendo colagenase tipo 1A 0,1 % (C- 2674; Sigma),
suplementado com 20mg de albumina bovina sérica (Sigma Aldrich, St Louis
Missouri) em 2mL de DMEM-low glicose para cada grama de tecido adiposo a ser
digerido. A atividade enzimatica foi interrompida com o mesmo volume de SFB (Soro
Fetal Bovino — Thermo Fisher, Massachusetts, EUA). O tecido adiposo digerido foi
centrifugado a 400g por 15 min formando um precipitado de alta densidade o qual foi
ressuspendido em meio de cultura DMEM-low glicose suplementado com 10% de

SFB e 1% penicilina/estreptomicina. Posteriormente, esse volume foi plaqueado em
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placas de 10 mm de didmetro e armazenado em estufa a 37°C com 5% de CO; por
2 horas e, em seguida, todo meio contendo células ndo-aderentes foi descartado.
Um novo meio de cultura com as mesmas concentragcdes de SFB e antibiodtico foi
entdo adicionado. Durante os trés dias consecutivos a extragao, o meio de cultura foi
trocado a cada 24 horas, de forma a remover gradativamente as hemacias e debris

celulares oriundos da extragéo.

3.5 Obtencdao do meio condicionado e isolamento de microvesiculas e

exossomos derivados de células tronco mesenquimais de tecido adiposo

Para isolar o meio condicionado, as ASCs foram plagueadas em garrafas de 75cm?
e cultivadas em meio DMEM-low glicose suplementado com 10% de SFB e 1%
penicilina/estreptomicina até 90% de confluéncia, apos este periodo foi trocado o
meio de cultura para DMEM- low glicose acrescido de 1% penicilina/estreptomicina
sem SFB para condicionar o meio. As microvesiculas e exossomos foram obtidos a
partir do meio de cultura condicionado de ASC. O meio de cultura foi coletado apds
48 horas e as MV e EX foram isolados de acordo com métodos estabelecidos por
Théry et al [92] através de ultracentrifugacao diferencial do sobrenadante a 4°C para

separar as MV ou EX de acordo com o protocolo abaixo:

300g por 10 minutos para remover células vivas
600g por 10 minutos para remover células mortas
2000g por 20 minutos para remoc¢ao de debris

10.000g por 30 minutos para obter o pellet de microvesiculas

o~ 0w N -

100.000g por 2 horas para obter o pellet de exossomos

As microvesiculas e exossomos foram ressuspendidos em PBS e se destinaram ao

tratamento dos animais ou para dosagem e analise da concentragao de proteinas
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3.6 Analise da concentragao e tamanho das microvesiculas e exossomos

As amostras MV e de EX foram ressuspendidas em agua milli-q filtrada e a analise
foi realizada através de equipamento Nanosight NS300 (Malvern Instruments,
Malvern, Reino Unido) com capacidade para detectar particulas em alta resolugao
em tempo real. As particulas sado analisadas quanto a concentragdo e tamanho
(particulas/mL). Todas as amostras foram diluidas dentro do limite de referéncia do
equipamento (3 x 10% a2 9 x 10° particulas/mL). O NanoSight NS300 usa a tecnologia
de analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA), sendo uma técnica exclusiva
que utiliza as propriedades de espalhamento de luz e movimento browniano para
obter a distribuicdo de tamanho e a contagem de particulas em suspensdes. Um
feixe de laser passa através do porta amostra e as particulas em suspensido no
caminho desse feixe espalham a luz de modo que podem ser faciimente
visualizadas através de um microscopio com 20x de aumento e uma camera de
video acoplada. Na configuracdo especifica da analise, trés videos de 30s de
duragédo foram gravados com uma velocidade de infusdo constante (50 —unidade
arbitraria). O limite de detecgao foi fixado em 5 (unidade arbitraria) e pelo menos
1000 particulas foram analisados para cada amostra. O software processa o video
rastreando o movimento de todas as particulas em modo individual e simultaneo e

pela equacao de Stokes-Einstein que calcula o didmetro hidrodinamico.

3.7 Indugcao da diferenciacdao adipogénica, osteogénica e caracterizagao

morfolégica

As ASCs foram diferenciadas em células das linhagens adipogénica e osteogénica.
Para induzir a diferenciagdo, foram plaqueadas 1x10* células/cm? em cada poco de
placa de cultura de 6 pocgos. Foram realizadas triplicatas para cada amostra
(triplicatas técnicas) apds confluéncia de 80% o meio de cultura convencional
(DMEM baixa glicose + 10% SFB) foi substituido pelo meio adipogénico ou
osteogénico (StemPro Adipogenesis Differentiation Kit e StemPro® Osteogenesis
Differentiation Kit, respectivamente - GIBCO, Invitrogen) durante 14-21 dias, com
trocas regulares a cada 3 dias. A diferenciagdo foi confirmada com coloragéo

especifica de Oil red para adipdcitos e Alizarina S para osteoblastos.
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A diferenciacdo osteogénica foi demonstrada por acumulo de calcio na matriz
extracelular por coloracdo de Alizarin Red nos dias 14 e 21 de diferenciacdo. As
imagens foram fotografadas em microscépio invertido, com aumentos de 5X, 10X e
20X, registradas e a ossificagdo foi quantificada por remocgdo da coloragdo de
Alizarin Red de cada uma das amostras, quantificacdo da absorbancia da solugao
em espectofotbmetro (ab 450nm) e comparagdo com estes mesmos dados
provenientes do controle negativo (células nao diferenciadas, marcadas com Alizarin
Red). Para a marcagao de Alizarin red, as células foram lavadas com PBS, fixadas
em alcool 70% por 30 minutos e marcadas com solugéo de Alizarin red 0,2% durante
30 min, as células foram lavadas em PBS deixando os pog¢os secarem overnight.
Apos lavagem com agua deionizada, a matriz extracelular rica em calcio foi
visualizada macroscopicamente com coloracdo avermelhada. Para medir a
absorbancia, a solugao de Alizarin red foi retirada apds lavagem em solugao de 20%
metanol + 10% acido acético seguida de leitura no espectrofotdmetro (abs 450nm).
O processo de diferenciacdo adipogénica, foi confirmada por meio da coloracao de
Oil red 0,9%, diluido inicialmente em alcool isopropilico e depois acrescido de 3
partes de agua deionizada. A solucéo filtrada foi adicionada a cultura de células
previamente fixadas por 1 h com paraformaldeido 4%. A incubacao foi de 5 min, em
seguida as células foram lavadas com agua deionizada e os vacuolos lipidicos foram

visualizados com coloragao alaranjada em microscopio invertido.
3.8 Citometria de Fluxo

Depois de expandidas, as ASCs foram submetidas a caracterizagdo imunofenotipica
através de citometria de fluxo. Foram utilizados anticorpos primarios conjugados com
PE, FITC ou Cy3 especificos utilizando o seguinte painel de anticorpos: +CD73,
+CD90, +CD29, +CD105, -CD31, -CD34, -CD45 (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA). A imunomarcagao foi realizada na concentracdo de 1ug (anticorpo) /10°
de células utilizando o citémetro FACSCanto (Beckton Dickson, Franklin Lakes, NJ,
USA) para a analise do dados. Para analise do tempo de retengdo das MSC nos
tecidos as ASCs foram incubadas com Qtracker 585 nm (Invitrogen, CA, USA)
utilizando o método recomendado pelo fabricante. As células foram administradas
seis semanas apos a estenose, sendo estabelecidos quatro grupos conforme o
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periodo apos a administragdo das ASCs (24 horas, 48 horas, 72 horas e 15 dias).
Animais que nado receberam o tratamento foram utilizados como controle. Pedagos
do rim direito e rim esquerdo foram macerados através de um filtro celular 70 yM
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e as células foram lavadas duas vezes
em PBS gelado seguida por analise de citometria de fluxo (FACSCanto; Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

3.9 Administragao de ASC, MV ou EX

Apos a caracterizagdo, as ASCs foram administradas por via endovenosa (veia
caudal) na densidade de 2 x 10° células [93] diluidas em 200 pl de PBS na 3°
semana e 5% semana [15] apds o clampeamento da artéria renal. Os grupos tratados
com vesiculas extracelulares receberam 100ug de MV ou EX [90, 91] diluidos em

200 ul de PBS e administradas por via endovenosa.
3.10 Dosagens bioquimicas plasmaticas e urinarias

As dosagens bioquimicas foram realizadas em analisador bioquimico automatico
Cobas Mira Plus (Roche, Suiga), sendo utilizados Kits da Labtest Diagnéstica® para
obter as concentragdes de proteina (método de ensaio enzimatico colorimétrico) e
creatinina (método do picrato). As concentracdes de Na* e K* foram feitas através de
um eletrodo ion seletivo (9180 Eletrolyte Analyzer, Roche Diagnostics, Indianapolis).
Os valores do clearance de creatinina foram calculados pela formula UV/P (onde U =
valores de creatinina urinaria em mg/dL, V = volume urinario de 24 horas em

mL/minutos e P = valores de creatinina plasmatica em mg/dL).

3.11 Expressao Génica

A expressao de genes de interesse foi feita através da reagdo da enzima reversa
transcriptase (RT) seguida de PCR quantitativo em tempo renal (RT-qPCR). Foram
determinadas as expressdes génicas de marcadores de lesido renal, incluindo os
marcadores de processos inflamatérios (TNF-q, interleucina-10 e interleucina-18), de
processos pro-fibroticos (colageno | e TGFB), do marcador de homing de células-
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tronco (SDF-1a) e do marcador para analise de hipdxia celular através do fator
indutor de hipoxia 1 alfa (HIF 1a) e B-actina como controle enddgeno. Para tanto, a
medula e o cortex renal foram armazenados no freezer -80°C.

O RNA total foi extraido do rim direito pelo método do fenol e isotiocianato de
guanidina, utilizando o Trizol (Life Tecnologies, EUA). Em 100 mg de rim foi
acrescentado 1 mL de reagente TRIzol. O tecido foi entdo triturado no
homogeneizador Precellys (BioAmerica, EUA), durante 45 segundos a 3341 g. Em
seguida, foi adicionado cloroférmio (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) na proporgéao
0,2 mL de cloroférmio/1 mL de TRIzol. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 13.362 g. O RNA contido na fase aquosa foi
transferido para tubo Eppendorf® e foi precipitado por meio da adicdo de
isopropanol (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) na proporcdo de 0,5 mL de
isopropanol/1 mL de TRIzol, seguida de centrifugagéo a 13.362 g por 10 minutos a
4°C. Depois o RNA foi lavado com etanol a 75% (1 mL de etanol/1mL de TRIzol) e
centrifugado a 10.231 g por 5 minutos a 4°C. O precipitado de RNA foi
ressuspendido em 50 uL de agua bidestilada livre de RNAases (Life Tecnologies,
EUA).

A quantificagdo do RNA foi feita em um espectrofotbmetro (NanoVue Plus, GE
Health Care - EUA) e o resultado foi expresso em ug/pL. A qualidade do RNA foi
avaliada através de eletroforese em gel de agarose 1%, que contém como agente
desnaturante o formaldeido (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia).

A partir do RNA total, foi obtido o DNA complementar (cDNA). Em tubo Eppendorf®,
contendo 2ug de RNA, foi adicionado 1 U de DNAse (Promega Corporation, EUA)
para eliminacao de possivel contaminagdo com DNA gendmico. Em seguida, foi
acrescentada uma solugdo contendo 0,1 M do detergente dithiotritol (DTT) (Life
Technologies, EUA), 0,5 mg/mL do primer de politiminas (pDT) (Life Technologies,
EUA), 10 mM de cada nucleotideo (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia),
adicionados na forma de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs). Por fim, foi
adicionado 1uL da enzima transcriptase reversa (Life Technologies, EUA). A reagéo
ocorreu durante 50 minutos a 42°C e depois durante 15 minutos a 95°C para
interrupcéo da atividade da enzima. O cDNA obtido foi utilizado na reacédo de PCR
para amplificar fragmentos especificos das moléculas estudadas. Os niveis de
expressdao do mRNA foram estimadas por PCR em tempo real (Quantstudio 7;
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Applied Biosystems, Foster City, USA) utilizando os primers especificos para cada
gene desenhados e construidos pela Sigma (Sigma Aldrich, EUA), conforme descrito

na tabela 2.

Tabela 2: Sequencia de Primers

B-actina Forward: 5' CCTCTATGCCAACACAGTGC 3'
Reverse: 5' ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 3
Interleucina (IL-10) | Forward: 5' GGTTTTCCAAGGAGTTGCTCC 3'
Reverse: ' ATTGAACCACCCGGCATCTGC 3
Interleucina (IL-1B) | Forward: 5' TCTCAAGCAGAGCACAGACC 3'
Reverse: 5' GACAAAGGCTTCCCCTGGAG 3'
Colageno | (Col I) | Forward: TCAGTCCCAAACGTCGAGGT 3’
Reverse: 5 GCTGTGCAGGTGTTGAGCC?

TGF-B Forward: 5 TCAGTCCCAAACGTCGAGGT 3’
Reverse: 5 GCTGTGCAGGTGTTGAGCC 3’
SDF-1a Forward: 5GAGCCATGTCGCCAGAGCCAAC 3’
Reverse: 5 CACACCTCTCACATCTTGAGCCTCT 3
HIF-1a Forward: 5TGCTTGGTGCTGATTTGTGA 3

Reverse: 5’GGTCAGATGATCAGAGTCCA 3

3.12 Quantificagao de proteinas por Western Blotting

Para extragdo de proteinas, as amostras de tecido renal foram homogeneizadas
(Homogenizer, Polytron, Switzerland) em solu¢gdo RIPA (50mM Tris, 150mM NaCl,
1,0% nonidet P-40, 0,5% Deoxicolato de Sédio, 0,1% SDS), contendo inibidores de
protease (Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA). A concentragdo proteica total foi
dosada através do kit BCA Protein Assay e a leitura realizada em espectrofotdmetro
a 520nm. Para a separagao das proteinas, foram utilizados o gel de separacéo e o
gel de alinhamento. Foram utilizados 50ug de proteina total e a eletroforese foi
realizada com voltagem inicial de 80 volts e posteriormente 120 volts por
aproximadamente uma hora e meia. Apos a eletroforese, as proteinas foram
transferidas durante 60 minutos para uma membrana de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA). A membrana contendo as proteinas foram
lavadas com tampao TBS-T (10 mM Tris-HCI pH=7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween

20) e armazenada no mesmo tampdao até o uso.

21



MATERIAIS E METODOS

Para a imunodetecg¢ao foram utilizados anticorpos especificos para MMP2 (Abcam,
Cambridge, MA, USA) e CD63 (Abcam, Cambridge, MA, USA), todos os anticorpos
foram diluidos em TBS-T contendo 3% de albumina de soro bovino (BSA).

A membrana de nitrocelulose contendo as proteinas foi bloqueada com 3% de BSA
em TBS-T durante 2 horas. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo
primario durante 2 horas seguidas pela incubagdo com o anticorpo primario por
12horas. Os anticorpos foram utilizados nas seguintes concentragées: MMP2 (1:50)
e CD63 (1:100) respectivamente.

Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-T durante 10 minutos e
em seguida foi incubada com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase
durante 1 hora. O anticorpo secundario anti-coelho (Sigma Aldrich, MO, EUA) foi
diluido em TBS-T na concentragao de 1:30.000. As membranas foram incubadas por
1 hora, posteriormente lavadas com TBS-T e incubadas com luminol (Immobilon
Western Chemiluminescent HRP, Millipore Corporation, Billerica, EUA) por 30
segundos na auséncia de luz. Logo apds, as membranas foram transferidas para um
sistema de foto documentacdo Luminescent Image Alliance 4.7 (Uvitec
Cambridge,UK). O peso molecular das proteinas foi determinado por comparagao

com a migragao das proteinas padrao Rainbow® (GE Healthcare, UK).

3.13 Analise dos resultados

Os resultados estdo representados como média + desvio padrdo. Dados foram
analisados utilizando 1-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey ou Newman
Keuls, quando apropriado. Os dados relativos a pressao arterial foram analisados
através da 2-way ANOVA seguido pos-teste de Bonferroni pés-teste. A significancia
estatistica foi definida como P<0.05. Os dados foram analisados estatisticamente

utilizando o software Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Cultivo e caracterizagao das células-tronco mesenquimais de tecido

adiposo

As ASCs apresentaram heterogeneidade celular durante os primeiros dias em
cultura composta de células aderentes, nao aderentes e moléculas lipidicas no meio
de cultura (Figura 4 A). A partir do 4° dia de cultivo, a populagao celular apresentou
maior homogeneidade, as células se organizaram em colbnias e adquiriram a
morfologia fibroblastdide demonstrando grande viabilidade das células aderentes

(Figura 4 B) mantendo-se fenotipicamente estaveis em cultura.

Figura 4- Cultivo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Imagens

representativas de ASCs in vitro, passagem 0 (A) passagem 3 (B) (Aumento 100x).

ApoOs a terceira passagem as ASCs foram caracterizadas em relagdo ao seu
imunofendtipo e multipotencialidade. Para avaliar a multipotencialidade, as ASCs
foram submetidas a diferenciacdo osteogénica e adipogénica. Para o controle as
ASCs foram mantidas em meio padrdo nédo sendo observado nenhum tipo de
diferenciacao (Figura 5A). As ASCs foram incubadas com o meio de diferenciacao
osteogénica por 21 dias e apos este periodo submetidas ao protocolo de coloragao
com Alizarin Red o qual apresentou marcagao dos depdsitos de calcio (Figura 5B).

Para avaliar a diferenciacdo adipogénica, as ASCs foram incubadas com o

meio de diferenciagdo o qual apresentou mudanga no seu fendtipo apods 14 dias de
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cultivo adquirindo formato e tamanho semelhante a adipdcitos. Apds a coloragao de
Oil Red as células com acumulo citoplasmatico de lipideos apresentaram marcagao

vermelha como demonstrado na Figura 5C.

A B C
2 2
E : £
o b4

D

Figura 5: Caracterizagdo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Foto
representativa de uma cultura controle de células-tronco de tecido adiposo (ASCs) de rato Wistar
(Aumento 5x) (A) Figura representativa de deposi¢cdo de calcio na matriz extracelular através da
coloragédo de Alizarin Red S apds 21 dias de diferenciagdo osteogénica (Aumento 5x) (B). Figura
representativa de goéticulas lipidicas através da coloragédo de Oil Red apds 14 dias de diferenciagdo

adipogénica (Aumento 5x) (C) Caracterizacao do imunofenétipo das ASCs na terceira passagem (D).

ApOs a terceira passagem as ASCs apresentaram um padrao negativo para os
marcadores hematopoiéticos (CD 34, CD 45), endotelial (CD31), positiva para o
marcador de adesado CD 29 e positivas para os marcadores mesenquimais (CD 105,
CD90, CD73 e CD44) (Figura 5D).
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4.2 Caracterizacao de microvesiculas e exossomos derivados de ASC

As ASCs foram cultivadas sem a adicdo de SFB para obtencdo do meio
condicionado. Foram utilizados trés tempos (24h, 48h e 72h) para analise de
sobrevivéncia e viabilidade celular. Como demonstrado na Figura 6 A-B n&o houve
diferenga estatistica na taxa de sobrevivéncia e viabilidade celular em 24h, 48h e
72h. Estes dados demonstram que o cultivo das ASC sem SFB nado afeta na
viabilidade celular e apoptose destas células em até 72h. Devido a maior
porcentagem de vesiculas extracelulares/mL de meio de cultura no periodo de 72h
(dados nédo mostrados) optamos por escolher este periodo para retirada do meio
condicionado e isolamento de vesiculas extracelulares para tratamento dos animais.

A caracterizagdo das vesiculas extracelulares foi realizada primeiramente
através da analise de concentracdo e tamanho de nanoparticulas por Nanosight. As
microvesiculas apresentaram tamanho variavel e maior (1151 vs 57+36; p<0,05)
quando comparado aos exossomos (Figura 6C) demonstrando que as ASCs liberam
vesiculas extracelulares compativeis em tamanho tanto com microvesiculas quanto
COM eX0SSOMOSs.

As vesiculas extracelulares foram analisadas em trés replicatas biologicas
independentes e submetidas a analise por Western Blotting utilizando os anticorpos
MMP2, marcador para microvesiculas e CD63, marcador para exossomos como
demonstrado na (Figura 6D). Estes dados indicam que estas proteinas podem ser
utilizadas para confirmar a presenca e diferenciar microvesiculas e exossomos
derivados de ASC.
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Figura 6: Caracterizagdao de microvesiculas e exossomos derivados de ASC. Andlise de
sobrevivéncia celular em diferentes tempos (A) viabilidade celular (B) tamanho de nanoparticulas por
Nanosight (C) caracterizacdo de microvesiculas e exossomos por Western Blotting (D) Dados
demonstrados por media + DP. **p<0.01 vs. MV (One-way ANOVA seguido por Tukey’s pos-teste,
Teste T-Student).

4.3 Analises do tempo de retengao das ASCs nos tecidos

Para analisar o tempo de retencdo das células-tronco nos tecidos, ASCs
marcadas com Qitracker foram injetadas 6 semanas apds a indugédo da estenose da
artéria renal, sendo estabelecidos 4 grupos conforme o periodo apds a
administracdo das ASCs (24 horas, 48 horas, 72 horas e 15 dias) seguida por
andlise de citometria de fluxo (Figura 7). A maior porcentagem de células nos
tecidos foi visualizada apds 48 horas principalmente no rim esquerdo (28%) e rim
direito (28%). Foram encontradas também no coragao (0,5%) e pulméao (4%) e ao
longo do tempo a presenga das ASCs diminuiu consideravelmente nos pulmdes

(0,05%) enquanto que a porcentagem de células se manteve elevada no rim
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esquerdo (15%) e direito (19%) mesmo apds 15 dias da administracdo. Outros

grupos de animais receberam 2 doses de ASCs na 3% e 5% semana apos o

clampeamento. Estes grupos também apresentaram retencédo destas células no rim

direito 16% e rim esquerdo 22%.

A Rim Estendtico B Rim Contralateral
Cértex Medula Cortex Medula
. . . q : .| : :
c Pulmao Coracéo
D
Presenca de MSC (%)
Tecidos 24 horas (%) | 48 horas (%) | 72 horas (%) | 15 dias (%) | 32 e 52 semana (%)
Cortex do rim clipado 12,87 21,30 10,23 12,70 15,00
Medula do rim clipado 2,13 7,33 1,13 2,55 6,35
Cortex do rim contralateral 13,50 19,537 8,53 15,30 12,25
Medula do rim contralateral 2,57 8,50 1,53 3,45 4,50
Coragiio 0,77 0,53 0,30 0,90 0,35
Pulmao 0,90 4,70 1,23 0,05 0,55

Figura 7: Administracao e localizagdo de ASC marcadas com QTracker® por via endovenosa

em diferentes tempos. Imagens representativas de ASC coradas com marcador fluorescente

detectada por citometria de fluxo nos animais estenéticos no cértex e medula do rim estenoético (A)

cortex e medula do rim contralateral (B), pulm&o e coragao (C). Porcentagem de células marcadas no

cortex e medula do rim estendtico e contralateral, pulméo e coragéo analisadas por citbmetro de fluxo

(D).
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4.4 Estenose cronica da artéria renal e analise da PAS

A pressao arterial sistélica (PAS) foi aferida semanalmente em animais
estendticos (apods a oclusao da artéria renal) ou em animais Sham (sem ocluséo da
artéria renal) por plestimografia. O procedimento foi realizado em triplicatas
bioldgicas e a média dos valores foi analisada durante 6 semanas.

Como observado na Figura 8 os valores basais da PAS foram semelhantes
entre os grupos, demonstrando que os animais utilizados nos experimentos
apresentam as mesmas condi¢cdes antes do procedimento. Apds o clampeamento
da artéria renal os animais estendticos apresentaram aumento progressivo da PAS
enquanto que o grupo tratado com ASC, MV e EX evidenciaram uma discreta
reducao da PAS apds a terceira semana, porém houve estabilizacdo na quarta

semana sem aumentos adicionais até a sexta semana.

Pressdo Arterial Sistolica

300+
* * * -a- Sham

250+ -»- Estendtico
S 590 -8 Estendtico + ASCs
E -+ Estendtico + MVs
= o e o o o -~ EstendlicotEX

100+

50_

0o 1 2 3 4
Semanas

on -
[= 2]

Figura 8: Pressao arterial sistélica. Valores registrados por plestimografia durante seis semanas no
grupo controle (n=10), Estendtico (n=7), Estendtico + ASCs (n=7), Estendtico+tMV (n=7) e
Estendtico+EX (n=7). PAS demonstrada por media + DP. *p<0.05 (2-way ANOVA seguido pds-teste
de Bonferroni).
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4.5 Analise do peso corpéreo, dos rins e do coragao

Os animais hipertensos apresentaram menor ganho de peso corporeo (PC)
comparado ao grupo Sham (23949 vs 309+21g; p<0.001). A evolugédo do PC n&o foi

modificada por nenhum dos tratamentos (Figura 9A).

Peso Comoreo Peso do coragédo

4001

300+

S 2004

100+

1.0-

0.8

0.6

1 Sham

(9)

Hl Estendtico

Estenctico+ASC
Estenctico+MV

B Estendtico+EX

0.4

0.2

0.0

Figura 9: Valores de peso corpéreo (A) peso do coragao (B) peso dos rins (C) nos grupos controle
(n=7), Estendtico (n=7), Estendtico + ASCs (n=7), Estenotico+tMV (n=7) e Estendtico+EX (n=7).
Dados demonstrados por media + DP. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (1-way ANOVA seguido pés-

teste de Newman-Keuls).
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Os animais estendticos apresentaram aumento significante dos valores de
peso do coragcdo quando comparado ao grupo Sham (0,54+0,07g vs 0,39+0,07g;
p<0.05), entretanto os tratamentos com ASC, MV e EX nédo induziram mudangas
significativas nos valores de peso do coragdo quando comparados ao grupo Sham
(Figura 9B).

Houve uma reducdo dos valores de peso do rim estendtico quando
comparado ao grupo Sham (0,37+0,08g vs 0,5310,05g; p<0.05) e esses valores n&o
foram revertidos pelos tratamentos (Figura 9C). Por outro lado, o peso do rim
contralateral dos animais estendticos foi significantemente maior comparado com o
controle (0,70+0,08g vs 0,4410,05g; p<0.001). Os tratamentos nao induziram

mudancas significativas quando comparados ao grupo Sham (Figura 9C).

4.6 Parametros de fungao renal

Nao foram detectadas alteragdes nas concentracdes séricas de creatinina entre
os grupos (Figura 10A) e a estimativa da TFG através do clearance de creatinina ndo
apresentou mudancas significantes (Figura 10B).

O grupo estendtico apresentou proteinuria significante quando comparado ao
grupo Sham. O tratamento com ASCs resultou em redugao significativa na proteinuria
quando comparado ao grupo estendtico ndo tratado (2019 vs 53+20 mg/24 h; p<0,01).
O tratamento com MV também melhorou a proteindria quando comparado ao grupo
estenodtico (32115 vs 53120 mg/24h; p<0.05), porém com menor eficiéncia estatistica
quando comparado ao grupo tratado com ASCs. O grupo tratado com EX n&o
apresentou melhora significante da proteinuria. Estes resultados sugerem que as
ASCs e MV foram mais eficientes na protegao glomerular comparado ao grupo tratado
com EX (Figura 10C).

O grupo estendtico apresentou aumento significante do volume urinario de 24
horas quando comparado com o grupo Sham e os tratamentos com ASCs, MV e EX
nao alteraram este parametro (Figura 10D).

30



RESULTADOS

Creatinina Sérica

Clearance de Creatinina

Volume Urinario

(mg/24h)

Figura 10: Parametros de fungao renal. Creatinina sérica (A); clearance de creatinina (CICr) (B);
proteindria (C); volume urindrio (D). Grupos Sham (n=7), Estenético (n=7), Estendtico + ASCs (n=7)
Estendtico + MV (n=7) e Estendtico + EX (n=7). Dados demonstrados por média + desvio padrao.
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (1-way ANOVA seguido de pds-teste de Newman-Keuls).
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Seis semanas apds cirurgia os animais estenoticos apresentaram redugédo na
carga excretada de Na* comparado a grupo Sham (0,9+0,4 vs 1,8+0,2 mEq/24h;
p<0.05). As ASCs foram capazes de elevar a excrec¢do urinaria de Na® para niveis
acima dos observados para o grupo Sham (2,5£0,7 vs 1,8+0,2 mEq/24h; p<0.05). Este
efeito natriurético também foi obtido pelo tratamento com os EX (3,0£1,1 vs 0,91£0,4
mEqg/24h; p<0.001) comparado ao grupo estendtico mas, ndo com as MV o qual
apresentou diferenga significativa quando comparado ao grupo tratado com ASC
(1,1£0,1 vs 2,5£0,7 mEq/24h; p<0.01) e o grupo tratado com EX (1,1+0,1 vs 3+1,1
mEq/24h; p<0.001) atingindo valores proximos ao grupo estenotico (Figura 11A).
Essas variagdes nas taxas de excregcdao de sodio, no entanto, ndo produziram
modificagdes nas concentragdes plasmaticas de sddio (Figura 11C).

Os animais estendticos apresentaram aumento na excrecdo urinaria de K°
comparado ao grupo Sham (5,4+0,5 vs 3,610,4 mEqg/24h; p<0.05) resultando em
redugcdo na concentracdo plasmatica de K* (4,2+0,4 vs 5,1+0,3 mEq/24h; p<0.01). Os
tratamentos com ASC, MV e EX foram eficientes em diminuir a excre¢do de K’
entretanto, somente o grupo tratado com ASC foi eficiente em restaurar as
concentragbes plasmaticas deste ion atingindo valores proximos ao grupo Sham
(Figuras 11B e 11D).
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Figura 11: Balango eletrolitico. Sodio urinario (A); potassio urinario (B); soédio plasmatico (C);

potassio plasmatico (D). Grupos Sham (n=6), Estendtico (n=6), Estendtico + ASCs (n=6), Estendtico +
MV (n=6) e Estendtico + EX (n=6). Dados demonstrados por média + desvio padréo. *p<0.05;** p<0.01;

***p<0.001, + p<0.001 (1-way ANOVA seguido de pds-teste de Newman-Keuls).
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4.7 Expressao génica dos marcadores de interesse

Os animais hipertensos apresentaram um aumento da expressao de colageno
tipo | tanto no cértex quanto na medula do rim esquerdo (clipado). Esse aumento foi
reduzido nos animais tratados com ASCs, MV e EX (Figuras 12A e 12C).
Observamos também um aumento da expressdao do Col | no cértex do rim
contralateral, os animais tratados com ASC, MV e EX apresentaram redugao
significante deste parametro. A medula do rim contralateral também apresentou um
aumento de expressdo de colageno tipo | o qual apresentou reducéo significativa
com o tratamento utilizando ASC, MV e EX (Figura 12B e 12D).

Similar a expressao de colageno, a expressdo génica do TGF-B foi
aumentada no cértex e medula tanto no rim esquerdo (estenotico) como no
contralateral em comparagédo com o grupo Sham (Figura 13 A-D). Os tratamentos
com ASCs, MV e EX foram eficientes em reduzir a expressdo do TGF-f no rim
estendtico (Figura 13A e 13C) e no coértex do rim contralateral (Figura 13B e 13D).
Porém essa eficiéncia foi menor na medula do rim contralateral nos animais tratados
com ASC.
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Figura 12: Expressdo de mRNA de colageno tipo | estimados por RT-PCR quantitativo. Rim

estendtico cortex (A); rim contralateral cértex (B); rim estendtico medula (C); rim contralateral medula
(D). Grupos Sham (n=6), Estendtico (n=6), Estenotico+ASC (n=6), Estendtico+tMV e Estendtico+EX
(n=6) * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (One-way ANOVA seguido por Tukey’s pds-teste).
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A TGFB B TGFB

Rim esquerdo cortex Rim contralateral cértex

¢ TGFB D TGFpB

Rim contralateral medula

Figura 13: Expressao de mRNA de TGFB estimados por RT-PCR quantitativo. Cortex do rim
estendtico (A); cortex do rim contralateral (B); medula do rim estendtico (C); medula do rim
contralateral (D). Grupos Sham (n=5), Estendtico (n=5), Estenético+ASC (n=5) * p<0.05 vs Estendtico

(One-way ANOVA seguido por Tukey’s pés-teste).
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Os animais tratados com ASC apresentaram um aumento significante na
expressao do marcador de homing de células-tronco SDF1-a no cortex e medula tanto
no rim estendtico quanto no rim contralateral (Figura 14). Interessante que os grupos
tratados com MV e EX também apresentaram aumento, embora menor, na expressao
de SDF1-a em ambos os rins (Figura 14 A-D), sugerindo que esta proteina pode ser
transportada via vesiculas extracelulares.

Como esperado, a expressao do marcador de hipoxia HIF1-a foi aumentada no
cortex e medula do rim estendtico (Figura 15A e 15C), mas n&o no rim contralateral
(Figura 15 A-D). Os tratamentos com ASC, MV e EX foram eficientes em reduzir este

marcador atingindo valores similares ao grupo Sham (Figura 15 A-C).
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Figura 14: Expressao de mRNA de SDF1-a estimados por RT-PCR quantitativo. Rim estendtico cortex
(A); rim contralateral cértex(B) rim estenoético medula (C); rim contralateral medula (D). Grupos Sham
(n=6), Estendtico (n=6), Estendtico+tASC (n=6), Estendtico+MV (n=6), Estendtico+tEX (n=6) * p<0.05, **
p<0.01, ***p<0.001 (One-way ANOVA seguido por Tukey's pos-teste).
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A HIF-1a B HIF1a

Rim esquerdo cortex Rim contralateral cortex

Cc HIF-1a. D HIF-1a.

Figura 15: Expressdao de mRNA de HIF1-a estimados por RT-PCR quantitativo. Rim estendtico
cortex (A) rim estendtico medula (B); rim contralateral cortex (C); rim contralateral medula (D). Dados
dos grupos Sham (n=6), Estendtico (n=6), Estendtico +ASC (n=6), Estendtico +MV (n=6),
Estendtico+EX (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (One-way ANOVA seguido por Tukey’s pds-teste).
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Houve um aumento de expressao da citocina pré-inflamatéria IL-13 em ambos
os rins dos animais hipertensos tanto no cértex quanto na medula quando comparado
ao Sham (Figura 16). A expressao de IL-1B foi eficientemente reduzida nos dois rins
principalmente pelo grupo tratado com ASC. No rim estendético, o tratamento com EX,
mas ndo com MV, resultou em melhora neste parametro (Figura 16A e 16C). Os
tratamentos com MV e EX induziram melhora consistente apenas na medula do rim
contralateral (Figuras 16C e 16D).

A inducao de estenose da artéria renal ndo modificou a expressao da citocina
anti-inflamatdria IL-10 em nenhum dos rins (Figura 17 A-D). Apesar disto, o tratamento
com ASC foi eficiente em aumentar os niveis de expressao de IL-10 em ambos os rins
(Figura 17 A-D). Os animais tratados com MV também apresentaram aumento de IL-
10 no cortex do rim estendtico (Figura 17 A) e cortex e medula do rim contralateral
(Figura 17B-C). Ja os animais tratados com EX somente foram eficientes em aumentar

este parametro no cértex do rim contralateral (Figura 17B).
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Figura 16: Expressao de mRNA de IL-1 estimado por RT-PCR quantitativo. Rim estendtico cortex
(A); rim contralateral cortex (B); rim esquerdo medula (C); rim contralateral medula (D). Grupos Sham
(n=5), Estendtico (n=5), Estendtico +ASC (n=5), Estendtico +MV (n=5), Estenético +EX (n=5) * p<0.05,

** p<0.01, ***p<0.001 (One-way ANOVA seguido por Tukey’s pos-teste).
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*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (One-way ANOVA seguido por Tukey’s pds-teste).
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5. DISCUSSAO

A estenose crénica da artéria renal promove reducdo do fluxo sanguineo
resultando na ativacdo do SRA o que contribui para a instalacdo da hipertensao
renovascular. Além disto, a hipoxia cronica resulta em injuria do tecido renal
caracterizada por rarefagao vascular, inflamacao e fibrose. Comprovamos, apés o
procedimento, que nosso modelo em ratos induziu a hipertensdo renovascular e
provocou efeitos renais semelhantes a aqueles demonstrados em trabalhos
anteriores [15, 94, 95]. Os efeitos benéficos de células-tronco mesenquimais de
medula 6ssea e células progenitoras endoteliais na melhora do parénquima renal e
da funcdo renal em modelos animais de hipertensdo renovascular ja foram
previamente mostrados [15, 53, 96]. Neste estudo avaliamos e comparamos a
eficacia de células-tronco derivadas de tecido adiposo (ASC) e de suas vesiculas
extracelulares (VE) na minimizagdo dos efeitos da isquemia crénica no rim
estendtico bem como no rim contralateral sujeito aos efeitos da hipertensao arterial
severa.

Um atrativo no uso de células-tronco provenientes de tecido adiposo inclui a
relativa facilidade de obtencdo e maior taxa de proliferacdo in vitro quando
comparada as células-tronco derivadas de medula 6ssea [35, 68, 97]. As MSC de
diversas origens tém sido aplicadas em diversos estudos clinicos e os efeitos
benéficos observados parecem ser mediados por suas VE, as quais mimetizam os
efeitos terapéuticos de MSC [98]. Ha evidéncias de que as VE atuam como
mediadores da atividade paracrina das MSC e possuem atividades
imunomodulatérias  inibindo  processos inflamatérios, promovendo efeitos
regenerativos semelhantes as MSC e ja foram testadas em diversos estudos pré-
clinicos como, por exemplo, no tratamento de injuria renal aguda, doencas
cardiovasculares e neuroldgicas [99-101].

A utilizacdo de VE tem algumas vantagens na terapia clinica quando
comparadas as MSC. Ao contrario das células-tronco, as VE n&o possuem a
capacidade de auto-replicagdo diminuindo, portanto, os riscos de uma possivel
formacgao tumoral [102]. Além disto, € importante considerar que as VE possuem
meia-vida curta e ndo permanecem de forma continua no organismo [98] diminuindo
assim complicacdes futuras como por exemplo a trombose e obstrugao de capilares

[103], manifestacbes frequentemente observadas apds transplante celular.
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Finalmente, as VE possuem menor possibilidade de rejeigdo imunoldgica devido ao
seu pequeno tamanho e menor expressdo de moléculas ligadas a membrana,
incluindo moléculas de histocompatibilidade [104, 105] e podem atuar também
reduzindo a resposta de citocinas pro-inflamatérias no caso de transplante alogénico
de células hematopoiéticas em pacientes com doengas hematoldgicas [103]. Assim,
considerando-se todas essas vantagens, o presente estudo teve como objetivo
principal avaliar a eficacia das vesiculas extracelulares no tratamento da HR e da
hipdxia renal crénica comparada as ASCs.

Inicialmente foram avaliados os tipos de vesiculas secretadas pelas ASCs
sendo constatada a presenca de vesiculas, no meio de cultura, compativeis em
tamanho tanto com exossomos (EX) quanto com microvesiculas (MV), salientando
que, além do tamanho, a principal diferenga entre essas estruturas relaciona-se a
sua biogénese, sendo os EX sintetizados a partir de corpos multivesiculares
intracelulares e as MV através de brotamentos da membrana citoplasmatica. Este
aspecto é relevante, pois essas microvesiculas podem conter diferentes cargas
moleculares.

No presente estudo demonstramos que a maior porcentagem de ASCs ficou
retida no rim estendtico nas primeiras 72h, porém, apds o periodo de 15 dias as
células foram identificadas no rim estendtico e também no rim contralateral e este
fato pode ser justificado pela capacidade de homing das células-tronco que
migraram para o tecido lesionado. Entre as diversas quimiocinas envolvidas no
homing de células tronco destaca-se o fator derivado de células estromais (SDF-1a)
[106, 107]. Esta molécula esta envolvida em multiplos processos como regulagéo da
migracao e sobrevivéncia celular em diversos tipos de células [106, 108-110].
Embora a expressao de SDF-1a nao tenha sido alterada no rim isquémico e nem no
rim hipertenso, o tratamento com ASCs foi acompanhado por um aumento
significativo na expressdo de SDF-1a em ambos os rins sugerindo um papel
importante desta molécula na permanéncia de ASC no tecido lesado, além de seu
efeito atractante. Estudos prévios descreveram resultados semelhantes em analises
de rins e cérebro de animais tratados com MSC [111, 112]. Por outro lado, o
tratamento com as VE resultou em efeito semelhante sobre a expressao de SDF-1a
nos rins, sugerindo que esta molécula pode ser transportada através de VE. As VE

expressam receptores de quimiocinas referentes as células de origem entre eles o
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receptor do SDF-1a (CXCR4) conhecido por estar envolvido na migragdo de MSC
aos locais de inflamacao [113]. Apesar de baixos niveis do receptor CXCR4 estar
presente na superficie de MSC, altos niveis do receptor sdo encontrados no interior
das células que por sua vez, parecem funcionar como um reservatorio podendo ser
translocado para a membrana plasmatica das MSC através da estimulagcdo de
quimiocinas contribuindo para a migracédo de MSC [114]. Este sistema pode explicar
o papel das VE no aumento da expressao do SDF-1a nos animais tratados com MV
e EX. Este aumento, embora menor quando comparado as ASCs contribuiu para a
migracao das MV e EX no local de lesdo em nosso modelo.

O clampeamento parcial da artéria renal esquerda foi eficiente em produzir
hipertensdo renovascular severa com o aumento progressivo da PAS durante seis
semanas. Além disto, a hipdxia cronica resultou em inflamacéo e fibrose tecidual no
rim clipado. Fibrose e inflamagdo também foram observadas no rim contralateral, o
qual esta sujeito aos efeitos da hipertensao arterial, tratando-se, portanto, de um rim
hipertenso. Os tratamentos com ASCs, MV e EX resultaram em uma redugao
discreta da PAS na quarta semana, porém, ao contrario do grupo hipertenso nao
tratado, houve uma estabilizagdo da PAS a partir da quarta semana sem maiores
elevagdes. Este resultado foi semelhante ao obtido anteriormente com MSC obtidas
de medula dssea [15, 53], reforcando desta maneira a capacidade das MSC de
diversas origens em prevenir aumento progressivo nos niveis pressoricos
independentemente da resolugao da obstrugio arterial.

Interessantemente, as MV e os EX produziram efeitos semelhantes as ASCs
sobre a evolugdo da PAS, sugerindo que os efeitos benéficos dessas células sobre a
PAS podem ser mediados pelas suas VE e que a terapia utilizando as VE seria uma
alternativa interessante no controle da hipertens&o renovascular.

Os animais hipertensos apresentaram reducao do peso corporal e aumento
do peso do coracéo, indicando a presenca de hipertrofia cardiaca em consequéncia
a hipertensao arterial. Apesar dos efeitos benéficos dos tratamentos em estabilizar a
PAS, nenhum deles foi capaz de reduzir o peso do coragdo uma vez que, apesar da
estabilizacao, os elevados niveis pressoricos persistiram. Como esperado o peso do
rim estendtico foi reduzido e do rim contralateral aumentado como resultado do
hiperfluxo e da hiperfiltragdo. Nenhum dos tratamentos interferiu nas variagdes de
peso renal.
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Em relagdo a fungdo renal, os animais hipertensos ndo apresentaram
alteracgdes na creatinina sérica corroborando com trabalhos publicados previamente
[15, 53, 107]. Este resultado provavelmente reflete um mecanismo de hiperfiltragao
glomerular pelo rim contralateral hipertenso como resultado do hiperfluxo e do
aumento na pressido de perfusdo, 0 que compensaria a reducdo da filtracdo
glomerular pelo rim estenético, conforme demonstrado anteriormente [53]. Apesar de
nao serem detectadas modificagcdbes na creatinina sérica e no clearance de
creatinina, houve sinais de deterioragado funcional, uma vez que seis semanas apos
o0 clampeamento os animais hipertensos nao tratados desenvolveram proteinuria
significante indicando alteragdes importantes na estrutura glomerular causada pela
hipoperfusdao do rim estendtico e hiperperfusdo do rim contralateral. Assim como
observado anteriormente com MSC provenientes de medula éssea, o presente
estudo mostrou que as ASCs também foram eficientes em reduzir a proteinuria.
Interessante que este achado também foi observado com as MV, mas ndo com os
EX. Este resultado corrobora com as diferencas de conteudo entre as diferentes
vesiculas secretadas pelas MSC podendo resultar em respostas distintas mais ou
menos eficientes.

Os animais hipertensos ndo tratados apresentaram aumento na diurese, o
que é tipico deste modelo experimental [15, 53]. Os tratamentos utilizando as células
intactas ou com suas VE, ndo interferiram com a diurese. A auséncia de efeitos dos
tratamentos sobre a diurese pode ser interpretada como benéfica e estar
relacionada a capacidade do rim contralateral em excretar agua e solutos, o que
poderia contribuir para melhorar os niveis pressoéricos. Por outro lado, a manutencéao
da volemia é dependente da capacidade dos rins em excretar sodio. Este modelo de
hipertensdo renovascular é caracterizado por uma redugcdo na excregao urinaria de
sodio pelo rim estendtico, o que pode ser compensado pelo rim contralateral através
do mecanismo de diurese pressorica [53]. No presente estudo observamos que,
considerando os dois rins, os animais hipertensos n&o tratados apresentaram uma
reducdo na excreg¢do urinaria de Na*, o que poderia contribuir para elevacédo da
volemia e consequentemente da pressao arterial. Além disto, o aumento na diurese
em paralelo a reducdo da excrecdo de Na® indica que a politria ndo é sodio
dependente e pode ser consequente a um déficit no mecanismo de concentracao

urinaria pelo rim estendético. Apesar de nao interferir na diurese, os tratamentos com
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ASCs e com EX melhoraram a excre¢édo de Na®*, o que ndo foi observado com as
MV. Os resultados indicam que o controle da osmolaridade plasmatica foi
preservado nos diferentes grupos. Estes resultados sugerem que a maior excregao
urinaria de sodio observada nos grupos tratados com ASC e EX provavelmente foi
associada a uma menor retencdo de agua e, portanto, a uma redugdo do volume
extracelular o que poderia contribuir para reduzir os niveis de pressao arterial.
Assim, enquanto as ASCs foram eficientes em melhorar todos esses parametros
funcionais, as MV foram benéficas em reduzir a proteinuria e os EX em melhorar a
excre¢do de Na*. Em conjunto, esses resultados sugerem que, de acordo com os
beneficios apresentados neste trabalho, a escolha na utilizagdo das ASCs ou de
suas vesiculas extracelulares no tratamento de HR poderiam seguir uma estratégia
relacionada ao parametro que necessita corregao.

Os efeitos benéficos das ASCs sobre os parametros da funcéo renal,
particularmente sobre a proteinuria e natriurese também foram observados
previamente com MSC derivadas de medula éssea e esses beneficios foram
atribuidos a reducao da inflamacéo e a melhora na perfusao tecidual por mecanismo
de neoangiogénese [15, 53]. A fibrose renal progressiva é a manifestacdo mais
comum na doenga renal crdnica [115]. Estudos prévios demonstraram que a
isquemia crbnica leva a fibrose e inflamacao renal [14]. Além disto, a hipertenséo
arterial e o aumento na pressao de perfusdao renal corroboram para o inicio de
processos inflamatorios e consequente infiltracdo de macréfagos e linfocitos levando
a ativacdo de miofibroblastos contribuindo para a fibrose tecidual. Observamos que
os rins estendtico e contralateral apresentaram aumento significante na sintese de
colageno, um marcador de fibrose, e os tratamentos foram igualmente benéficos em
reduzir a expressao do colageno, indicando uma diminuicdo no processo fibrético. O
fator de transformacgao do crescimento beta (TGF-B) é um potente indutor de fibrose
renal aumentando a sintese de colageno [116]. Como esperado, a expressédo de
TGF-B foi aumentada no rim estendtico e do rim contralateral dos animais
hipertensos. O tratamento com ASCs, MV e EX resultou na reducéao significante na
expressao do TGF-B em ambos os rins 0 que provavelmente contribuiu para a
reducao do colageno e consequentemente do processo fibrético.

Sabidamente fatores pro-inflamatoérios podem estimular a sintese de TGF- e,
portanto, de colageno, contribuindo para a fibrose tecidual. As ASCs possuem
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propriedades anti-inflamatérias e imunomodulatérias, e podem ser, uma ferramenta
atraente para atenuar os danos renais induzidos tanto pela hipoxia crénica (rim
estendtico) como pela hipertensao arterial (rim contralateral). Os animais hipertensos
apresentaram um aumento do marcador inflamatério IL-18 em ambos os rins,
conforme demonstrado anteriormente [15]. Os tratamentos com ASCs e com os EX
foram igualmente eficientes em reduzir os niveis de expressdao da IL-1f3
principalmente no rim estendtico. Este efeito foi, no entanto, significantemente menor
nos animais tratados com MV. Por outro lado, os tratamentos com ASC e MV foram
eficientes em induzir aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10 um fator também
observado no grupo tratado com EX, porém, com menor eficiéncia. As diferengas na
eficiéncia dos tratamentos novamente sugerem que o parametro a ser corrigido deve
ser considerado na escolha da estratégia terapéutica utilizando células tronco ou
suas vesiculas extracelulares, uma vez que observamos diferengas da eficacia entre
os tratamentos.

As células-tronco possuem a habilidade de migrar para tecido lesado e, este
mecanismo esta relacionado a um grande numero de fatores de crescimento e
citocinas produzidas localmente. Estes fatores e citocinas servem como
quimioatractantes para as células-tronco [75, 117]. As VE por sua vez, sdo liberadas
pelas células-tronco e podem ser internalizadas por outras células residentes
ativando reacgdes anti-inflamatorias através do transporte de proteinas, mRNA ou
mMiRNAs regulando diversos tipos de sinalizagdes [118, 119].

A hipdxia € uma condigdo fisioldgica frequentemente observada nos tecidos e
ocorre quando ha um desequilibrio entre a oferta e consumo de oxigénio local [127,
128]. O fator de inducdo de hipodxia-1a (HIF-1a) é especificamente regulado nas
condi¢cbes de hipdxia sendo rapidamente degradado na presenca de oxigénio e,
portanto esta proteina tem sido utilizada como um marcador enddégeno de hipdxia
[129]. O HIF-1a constitui-se em um fator de transcrigdo conhecido por regular a
utilizacdo de energia, metabolismo, stress oxidativo, sobrevivéncia e morte celular
[127]. A hipoxia cronica nos rins eleva a expressdo do HIF-1a e pode ser um
mecanismo fundamental para o recrutamento e migragdo de MSCs [130] levando ao
aumento de SDF-1 e seu receptor (CXCR4) no tecido lesado, participando

ativamente de processos de mobilizagao de MSC [106] como discutido acima.
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DISCUSSAO

Como esperado, o presente modelo apresentou um aumento do marcador de
hipéxia HIF1-a no rim clipado, e essa expressao foi reduzida nos grupos tratados
com ASCs, MV e EX demonstrando que sob condi¢gdes de hipdxia e ativacdo de
HIF1-a pode contribuir para o recrutamento de MSC e VE para o tecido isquémico
onde auxiliam na reparagéo tecidual. Estes resultados sugerem um papel importante
da ativagcdo do SDF-1a através da expressao de HIF-1a na regulagdo da migragéo e
recrutamento de MSC para o rim isquémico. O rim contralateral por sua vez, nao
apresenta sinais de hipdxia, mas a presenca de ASCs foi verificada nesses rins,
indicando que a quimioatragdo dessas células para o rim contralateral foi mediada
pelo SDF-1a provavelmente devido a presenga de altos niveis moléculas

inflamatdrias no rim hipertenso.
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CONCLUSAO




CONCLUSAO

6. CONCLUSAO

As ASCs foram tao eficientes quanto as células-tronco derivadas de medula
o0ssea na minimizacado dos efeitos renais da hipertensao renovascular e da hipdxia
renal crénica. As VE liberadas por ASCs apresentaram efeitos benéficos
semelhantes aos produzidos por ASCs, porém com menor eficiéncia em corrigir
alguns parametros. Os resultados sugerem que as diferencas no conteudo das
vesiculas extracelulares podem definir o seu papel terapéutico e, considerando-se
0s aspectos positivos dessas vesiculas sobre as ASCs, os resultados sugerem que
a escolha da estratégia terapéutica deve ser avaliada de acordo com os parametros

a serem corrigidos.
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