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Resumo




ALEXANDRE;C.S. - As células linhagem negativa (Lin) de medula dssea
atenuam a progressdo da doenca renal crbnica. Sao Paulo, 2007. Tese

(Doutorado)- Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Introdugdo: A doenga renal cronica continua sendo um desafio no campo da
pesquisa médica. Atualmente um interesse crescente tem surgido no intuito de
avaliar o potencial de células tronco em retardar o avango de doencas cronicas
progressivas. Material e Métodos: Para determinar o efeito dessas células em um
modelo de progressdao de doenga renal cronica foram usadas células linhagem
negativa (Lin ) separadas magneticamente e injetadas em ratos submetidos a injuria
renal. Ratos singénicos Fischer 344 foram submetidos a nefrectomia 5/6 (Nx) e
divididos em 3 grupos: Nx (ndo tratados); NxSC1 (submetidos a infusdo de 2x10°
células Lin" no 15° dia de pos-operatorio); e NxSC3 (submetidos & infusdo de 2.10°
células Lin no 15° 30° e 45° dias de pos-operatdrio). No 60° dia de pds-operatorio
clearance de inulina, imunohistoquimica e immunoblotting foram realizados.
Resultados: Os animais submetidos a nefrectomia apresentaram redugdo do
clearance de inulina (0,33 £+ 0,02 ml/min/100g peso corpéreo), proteintria (12 £+ 0,5
mg/24hs) , anemia e hipertensdo (145 £+ 7,7 mmHg) compativeis com doenca renal
cronica. A infusdo de células Lin resultou em atenuagdo da proteinuria (p<0,05) com
relacdo aos animais ndo tratados a despeito de ndo ter havido diferenca nos niveis de
pressdo arterial e aldosterona plasmatica. Esses achados foram similares entre os
grupos tratados com uma ou com trés infusdes de células. Adicionalmente a infusao

de células resultou em redugdo do indice de glomeruloesclerose e da area intersticial



relativa (p<0,05), menor infiltracdo do tecido renal por macrofagos e linfocitos e
menor proliferagdo celular. A expressao tecidual do p21 e de VEGF ja foi associada
a aceleracdo da progressao da lesdo renal cronica. No nosso modelo ambas as
proteinas tiveram sua expressao reduzida. A redu¢ao da expressao tecidual de eNOS
tem sido implicada na progressao da doenca renal. Em nosso modelo houve aumento
dessa expressdo apos infusdo das células Conclusfes: A infusdo de células Lin
atenuou todos os marcadores de injuria renal em um modelo de doenga precoce

possivelmente através de um mecanismo imunomodulador.

Descritores: 1.Insuficiéncia renal cronica 2. Células tronco 3. Ratos endogamicos
F344 4. Macrofagos 5. Linfocitos 6. Proteinas proto-oncogéncias p21 7. Fator de

crescimento do endotélio vascular 8. Oxido nitrico sintase



summary




ALEXANDRE;C.S. — Lineage negative bone marrow cells attenuate the
progression of chronic renal failure. Sao Paulo, 2007. Tese (Doutorado)-

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Progressive renal failure continues to be a challenge. The use of bone marrow-
derived stem cells (SCs) represents a means of meeting that challenge. We used
lineage-negative (Lin ) SCs to test the hypothesis that Lin cell infusion decreases
renal injury. Syngeneic Fischer 344 rats were submitted to 5/6 nephrectomy and
divided into 3 groups: Nx (untreated); NxSC1 (receiving 2 x 10° Lin~ cells on
postnephrectomy day 15); and NxSC3 (receiving 2 x 10° Lin  cells on
postnephrectomy days 15, 30 and 45). Controls were unoperated/untreated. On
postnephrectomy day 60, clearance studies, immunohistochemistry and
immunoblotting were performed. Lin cell infusion effectively reduced
postnephrectomy proteinuria, glomerulosclerosis, anemia, renal infiltration of
immune cells and monocyte chemoattractant protein-1 protein expression, as well as
decreasing the interstitial area. Immunostaining for proliferating cell nuclear antigen
showed that, in comparison with controls, Nx rats presented greater cell proliferation,
whereas NxSC1 rats and NxSC3 rats presented less cell proliferation than did Nx
rats. Protein expression of p21 and VEGF increased after nephrectomy and decreased
after Lin cell infusion. Protein expression of eNOS reduced after nephrectomy and
increased after cell infusion. These data suggest that SC treatment ameliorates

progressive end-stage renal disease.



Keywords: 1. Renal insufficiency chronic 2. Stem cells 3. Rats, Inbread F344 4.
Macrophages 5. Lymphocytes 6. Proto-oncogene proteins p21 (ras) 7 Vascular

endothelial growth factor 8. Nitric oxide synthase



1. Introducao




Nos ultimos anos um interesse crescente vem sendo observado
no que diz respeito a pesquisa relacionada as stem cells (células tronco), levando ao
desenvolvimento de um novo campo de conhecimento: a medicina regenerativa.(1)
Esse campo baseia-se no potencial uso terapéutico dessas células nas diversas areas
médicas dada a sua possivel capacidade de reconstituir 6rgdos in vitro para
transplante, substituir células em orgados lesados ou oferecer genes para suprir

determinados defeitos enzimaticos.

1.1 Definicao de stem cells

Sdo definidas como stem cells aquelas células capazes de se
diferenciar em linhagens celulares especializadas, porém se auto regenerando em
cada ciclo de divisdo celular para manter o pool de células tronco.(2) Sao
classicamente divididas em dois grandes grupos: stem cells embrionarias (ESC) e
stem cells adultas ou somadticas (ASC), dependendo da sua origem ser tecido
embrionario ou tecido adulto (medula 6ssea, cérebro), respectivamente.

As stem cells embrionarias podem formar qualquer tecido
embrionario e tecidos extra-embrionarios (placenta), se diferenciando, portanto, em
células das trés linhagens germinativas: ectodérmica, mesodérmica e endodérmica.
Caracterizam-se assim como cé¢lulas totipotentes. As ASC sdo derivadas de tecidos
ou orgdos ja desenvolvidos e portanto ndo t€ém a capacidade de gerar tecido extra-
embrionario. Algumas delas sdo pluripotentes, gerando células das trés linhagens

referidas acima, enquanto outras s3o multipotentes, diferenciando-se em tipos



celulares de uma ou duas dessas linhagens. As principais fontes dessas células
adultas sao: medula 6ssea, cérebro, figado e pancreas.

Além das caracteristicas definidoras citadas acima, as Stem
cells se caracterizam por apresentarem ciclo celular lento, capacidade de proliferacdo
in vitro e localizagdo em nichos especificos com acesso a suprimento sanguineo e
interacdo com células proprias daqueles tecidos que previnem um aumento na
velocidade do ciclo celular.(1) Apesar dessa capacidade de diferenciacao, as stem
cells ndo devem ser consideradas células ndo diferenciadas uma vez que apresentam
marcadores celulares especificos como é o caso do CD34 e CD117 nas stem cells

hematopoiéticas, CD133 em stem cells neurais, dentre outras.

1.2 Stem cells: localizagéo, subgrupos e diferenciacao

Evidéncias tém se acumulado da presenga de stem cells em
varios tecidos. Alguns exemplos incluem a medula 6ssea, tecido nervoso, mucosa
gastrintestinal, figado e pancreas. (3-6). Inicialmente essas células foram
identificadas em tecidos de alto turnover celular, sendo atualmente descritas também
em tecidos de menor ciclo de regeneragdao celular. Com relagdo ao tecido renal
sempre houve uma evidéncia indireta da presenga dessas células que € o potencial de
regeneragdo das células tubulares apds insultos agudos. Recentemente alguns
trabalhos as t€m identificado no tecido renal como discutido adiante.

Um grupo especifico de stem cells, as de medula 6ssea, tem
sido estudado como base da terapia celular para o tecido renal. Existem varias razdes

para isso. Primeiro, a medula éssea tem habilidades de diferenciacdo pluripotentes,



segundo, ¢ obtida de tecido adulto poupando todas as discussodes éticas relacionadas
ao uso de células embriondrias. Além disso, essas células podem ser facilmente
retiradas de um doador e uma vez sendo modificadas in vitro podem ser facilmente
reintroduzidas de forma autologa.

A medula 6ssea tem multiplos tipos de stem cells. Os
principais grupos sdo: hematopoiéticas, mesenquimais, células progenitoras adultas
multipotentes e as “side population cells” (SPC). A categorizagao desses subgrupos
tem sido dificultada devido a falta de marcadores especificos para cada subpopulagao
e ao fato de algumas dessas células nao seguirem os padrdes habituais de
diferenciagao.

Inicialmente acreditava-se que as stem cells hematopoiéticas
eram precursoras apenas de células sanguineas, mas varios trabalhos experimentais
demonstraram sua plasticidade em diferenciar-se em células de pele, figado, pulmao
e trato gastrintestinal.(7) As células mesenquimais presentes no estroma de
sustentacdo da medula 6ssea podem crescer in Vitro como células aderentes em
cultura e gerar osteocitos, condrocitos, adipocitos e células endoteliais. (8) Os dois
outros grupos também té€m sido relacionados a diferenciagdo em diversos grupos

celulares. (9)

1.3 Stem cells de medula 6ssea e tecido renal

Alguns dados experimentais merecem ser descritos uma vez

que tentaram demonstrar o potencial de diferenciagdo das células da medula dssea



em cé¢lulas de tecido renal. Em 2001 Poulsom e colaboradores demonstraram que
ratas fémeas irradiadas que receberam transplante de medula 6ssea de ratos machos
formavam células tubulares renais que continham o cromossomo Y do doador. (10)
Células contendo esse cromossomo também foram localizadas em glomérulo com
morfologia e localizagdo semelhante a de poddcitos. No mesmo trabalho foram
avaliadas oito biopsias, obtidas por motivos diversos, de tecido renal de homens que
receberam rins de mulheres verificando-se células positivas para cromossomo Y por
hibridizagdo in situ, em endotélio e células epiteliais tubulares. Apesar de ndo
conclusivas essas consideragdes permitiram supor que células da medula Ossea
poderiam ser mobilizadas até o parénquima renal e ai se diferenciarem.

Nesse mesmo ano Ito e colaboradores utilizaram um modelo
de glomerulonefrite mediada por anticorpo (anti-Thy1) para testar a possibilidade das
células da medula dssea contribuirem para o reparo glomerular. Vinte e um dias apds
o transplante de medula 6ssea entre ratos machos (doadores) e fémeas (receptoras),
era induzida a glomerulonefrite. As células do doador expressavam a proteina de
fluorescéncia verde (EGFP) caracteristicas desses ratos transgénicos, € apds o
sacrificio observou-se que 7-18% das células mesangiais dos receptores expressavam
essa proteina, assim como 11-12% de células glomerulares ndo mesangiais,

ratificando o potencial da medula 6ssea em se diferenciar em células renais.(11)



1.4 Stem cells em tecido renal

Nos ultimos anos varios estudos tém identificado a presenga
de stem cells em tecido renal. Em 2004 Oliver e colaboradores baseando-se no
conceito de que estas células apresentam ciclo celular lento e localizagao em nichos,
administraram um pulso do nucleotideo bromodeoxiuridina (BrdU) aos animais
submetidos a isquemia-reperfusao e observaram que durante a fase de reparo celular
as c€lulas marcadas com BrdU desapareciam rapidamente da papila renal a despeito
da auséncia de apoptose nesse segmento renal. Além disso observaram que células
papilares renais isoladas in vitro apresentavam plasticidade, sugerindo que a papila
renal seria um nicho de stem cells renais.(12) O fato da papila renal, onde a tensdo
de O; ¢ em torno de 4-20 mmHg, ser o nicho das stem cells é compativel com os
achados que os microambientes hipoxicos exercem papel no controle da fungdo de
stem cells o6rgdo-especificas adultas. Tem sido sugerido que a baixa tensdo de
oxigénio modula a sobrevida, proliferagdo e capacidade de diferenciagdo das stem
cells.(13;14)

Outros autores analisando marcadores in vitro, como CD 133,
tém identificado outros nichos de stem cells como sitios peritubulares ¢ regidao S3 dos

tubulos proximais.(15;16)



1.5 Stem cells em modelo de Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)

A capacidade das stem cells promoverem regeneragdo de
tecido renal em modelos de IRA tem sido demonstrada em alguns estudos. Em 2002,
Gupta e colaboradores (17) analisaram bidpsias de dois pacientes homens que
receberam rins de mulheres e desenvolveram necrose tubular aguda (NTA),
demonstrando a presenca de cromossomo Y em células tubulares renais, evento ndo
observado quando foram analisadas duas bidpsias de rins de mulheres recebidos por
homens, que nao tinham desenvolvido NTA, sugerindo que a participacao das stem
cells medulares dependia de um evento de injuria renal. Outros trabalhos se somaram
a este, demonstrando que as células da medula 6ssea poderiam funcionar como
reservatorios de células tubulares, mesangiais, podocitarias e endoteliais em
situagdes de injaria.(18-20) Essas demonstracdes fizeram crescer o entusiasmo pelo
uso de células tronco, especialmente de medula 6ssea, na terapia de doengas renais.

Em 2003 dois importantes trabalhos foram publicados em
modelos de injuria renal por isquemia-reperfusdo. Kale e colaboradores utilizaram
ratos transgénicos expressando o gene bacteriano lacZ, como doadores de medula
ossea.(16) Dos fragmentos de medula 6ssea foram isoladas as linhagens celulares
que expressavam o CD117 (marcador de células de medula 6ssea diferenciadas para
linhagem mieldide) sem expressar marcadores de outras linhagens celulares como o
CD45R (marcador de linfoécitos B), CD3 (marcador de linfocito T), Grl (marcador
de linhagem granulocitica), Ter-119 (marcador de eritrdcitos), e CD11b (marcador
de monocitos). Os ratos irradiados recebiam as células por injecdo intravenosa e

posteriormente eram submetidos a clampeamento dos pediculos renais seguido de



reperfusdo. Os autores encontraram menor dano histoldgico nos ratos transplantados
e uma participacdo das células da medula d6ssea na constituicdo de até 20% dos
tabulos regenerados. Em um protocolo semelhante, Lin e colaboradores
demonstraram a diferenciacdo de stem cells hematopoiéticas em células tubulares
renais. (15)

A aceleragdo na recuperacdo da injuria renal ndo foi,
entretanto, alcancada em um modelo de isquemia-reperfusdao em que as células da
medula 6ssea do animal foram mobilizadas com o fator estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF): filgrastima. (21) Varios fatores tém sido aventados para
explicar esses resultados aparentemente contraditorios. O primeiro deles € que o uso
do fator estimulador de granuldcitos mobiliza outras células além das stem cells que
podem ter um efeito deletério nesse modelo. Adicionalmente, o tempo de
clampeamento diferiu entre os experimentos o que pode ter levado a uma injuria
vascular maior no grupo de maior tempo de clampeamento com dificuldade de
migracao das células para o tecido renal. Além disso nesse ultimo trabalho foi
observada uma granulocitose ndo verificada em outros estudos que usaram a mesma
dose da droga, o que parece ter contribuido para a piora da lesao renal.

Em um modelo de nefrotoxicidade induzida por drogas,
Iwasaki e colaboradores demonstraram que a mobiliza¢ao celular com o G-CSF foi
eficaz em reduzir a injaria tecidual, com niveis menores de uréia e creatinina nos
ratos tratados. (22) Esses resultados foram semelhantes aos ja apresentados
previamente por Nishida.(23) A somatdria desses resultados gerou o entusiasmo pelo

uso de stem cells mobilizadas farmacologicamente em modelos de IRA.



Algumas questdes ainda permanecem sem resposta na
literatura. Uma delas ¢ que tipo de célula tronco seria a que apresentaria os melhores
resultados em situagdes de IRA. Enquanto a maioria dos autores acredita que as stem
cells hematopoiéticas podem contribuir para o reparo do tecido renal apds injaria
aguda, alguns estudos apresentam resultados contraditorios. O mais importante
destes demonstrou que as stem cells hematopoiéticas nao foram eficazes em melhorar
a recuperagao da IRA em um modelo de nefrotoxicidade por cisplatina, diferente do
que ocorreu com o uso de stem cells mesenquimais.(24)

Uma outra davida corrente na literatura ¢ se as stem cells
contribuem de forma direta para recuperagdo tecidual através de diferenciacdo
celular ou se outros mecanismos, como a imunomodulagdo, estariam envolvidos.
Apesar dos primeiros trabalhos sugerirem a ocorréncia de diferenciacdo celular,
varios autores t€ém questionado esses achados.(25) Em alguns desses trabalhos nao ¢
possivel afastar os mecanismos de fusdo e em outros o numero de células
encontrados € tdo pequeno que nao permite atribuir todas as melhoras obtidas
simplesmente ao processo de diferenciacao celular.

Um dos trabalhos iniciais mais importantes na linha da
imunomodulacdo foi publicado por Stokman e colaboradores em 2005.(26) Esse
grupo demonstrou que a mobilizacdo de células tronco hematopoiéticas por G-CSF
resultava em melhora da fun¢do renal ndo devido a um aumento da incorporagdo de
células epiteliais tubulares de medula 6ssea ¢ sim devido a uma diminui¢do do
influxo de granulocitos ao rim submetido a injuria e a uma modificacdo da cinética

de mediadores inflamatorios.
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Em um outro trabalho Togel e colaboradores injetaram stem
cells mesenquimais em um modelo de IRA isquémica e encontraram menores scores
de injuria histoldgica e apoptose nos animais que receberam as células. Os autores
concluiram que a melhora da fun¢do renal foi primariamente resultado de efeitos
paracrinos causando downregulation das citocinas inflamatorias € aumento da

regulacao de citocinas antiinflamatdrias como a IL-10.(25)

1.6 Stem cells em modelo de Insuficiéncia Renal Cronica (IRC)

Se muitas controvérsias ainda existem com relagdo ao uso de
células tronco em protocolos de IRA, maior dificuldade existe na compreensao do
papel dessas células em modelos de IRC. Alguns relatos de casos de pacientes
portadores de IRC associadas a doengas hematoldgicas que evoluiram com melhora
da lesdo apods transplante de medula Ossea, sugeriam um papel dessas células
enxertadas na recuperacao da func¢ao renal .(27)

Poucos estudos tém sido feitos em modelos de progressao de
doenca renal. Um dos mais importantes publicado em 2006 (28) demonstrou que a
infusdo de células de medula dssea diminuia a mortalidade de animais submetidos a
nefrectomia unilateral e injecdo de anti-Thy-1.1 intra-renal, um modelo cléssico de
glomerulonefrite progressiva. Essa diminuicdo da mortalidade esteve associada a
melhora da fung¢do renal, reducdo da proteinuria, do indice de esclerose glomerular e
da infiltracdo renal por macréfagos. Entretanto trata-se de um modelo primariamente

auto-imune que nao representa a etiologia da IRC na maioria dos pacientes.
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Uma outra linha de pesquisa tem sido desenvolvida em
modelos experimentais de Alport. Nesses estudos tem sido demonstrado que a
infusdo de células de medula 6ssea total resulta em melhora da fun¢ao renal ¢ da
esclerose glomerular, enquanto a infusdo de células mesenquimais apenas melhora a
fibrose intersticial.(29-31)

Em um modelo de nefrectomia 5/6 (ablagdo renal subtotal),
Zerbini e colaboradores por sua vez nao obtiveram sucesso na tentativa de retardar a
progressao da doenca renal utilizando células de medula 6ssea total.(32) Persistia
entretanto a necessidade de se avaliar o potencial uso de grupos especificos de
células da medula 6ssea nesse modelo cldssico de insuficiéncia renal crdnica

experimental.



2. Objetivo
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Avaliar o impacto da utilizacdo de células Lin" obtidas da

medula d6ssea de ratos em um modelo de ablagdo renal subtotal (nefrectomia 5/6).



3. Materirais e Métodos

14
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Inicialmente a proposta era usar ratas Fisher 344 singénicas
como modelo de insuficiéncia renal cronica, entretanto apds 7 meses de ablacao renal
subtotal, esses animais ndo apresentavam proteinuria e/ou reduc¢ao do clearance de
inulina compativeis com doenca renal cronica, o que provocou uma mudanga no
projeto inicial e resultou na utilizacao de ratos machos Fisher 344 para realizagao de

abla¢ao subtotal.

3.1. Expanséao de col6nia e triagem de animais:

Trés casais de ratos singénicos Fisher 344 provenientes do
Biotério do Instituto de Quimica da USP foram cruzados repetidamente para
expansao da colonia de animais. Animais machos com 12-16 semanas foram
submetidos a dosagem de uréia plasmatica apods jejum de 24 horas através de método
espectrofotométrico, sendo excluidos aqueles com uréia> 50 mg %. Os animais
selecionados foram mantidos em dieta padrdao, acesso a agua e condicdes de

temperatura e luz semelhantes.

3.2. Separacdo de células linhagem negativa (Lin’):

Foi utilizado um protocolo de deplecdo celular (ou selegao

negativa) através de separacdo magnética para isolar as células Lin” de medula 6ssea.

Protocolo semelhante ja havia sido usado em estudos de separagdo celular. (24) O
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modelo de deplecdo foi empregado devido a inexisténcia de anticorpos especificos
para marca¢ao de stem cells hematopoiéticas de medula dssea para ratos. Amostras
celulares retiradas de medula 6ssea de fémur e tibia de ratos entre seis e oito semanas
de idade foram obtidas de forma asséptica e suspensas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose (Sigma Aldrich). Essa
suspensao foi entdo centrifugada a 300g por dez minutos. Apds a centrifugacao o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso no mesmo meio de cultura.
A essa suspensao de células foram adicionados os seguintes anticorpos: anti-CD4,
anti-CD8, anti-CD45RA, anti-CD68, anti CD11b e anti-OX43, todos conjugados a
FITC (Serotec). A finalidade da adigdo desses anticorpos foi formar ligacdo
antigeno-anticorpo com as seguintes células da medula 6ssea: linfocitos T (CD4+ e
CD8+), mondcitos (CD11b+) linfocitos B (CR45RA+), granuldcitos (CD68+) e
eritrocitos (OX 43+). Apesar do CD68 ser largamente utilizado para marcacao de
macrofagos ele também se encontra expresso em granuldcitos de sangue periférico
de ratos. Esses anticorpos eram incubados por 40 minutos protegidos da luz, a 4° C,
em agitagdo continua. Apds esse periodo, a suspensdo era novamente centrifugada a
4° C por 10 minutos sendo desprezado o sobrenadante com o excesso de anticorpos e
feita nova suspensdao no meio de cultura. Em seguida foram adicionados os
microbeads anti-FITC que se ligam aos anticorpos aderidos aos antigenos. Apos 40
minutos de incubag¢do a 4° C, em agitagdo continua, a suspensdo foi novamente
centrifugada com eliminagdo do sobrenadante para lavagem do excesso de
microbeads. A suspensdo de células foi entdo passada trés vezes através de uma
coluna magnética que prende os microbeads e deixa escoar as células ndo marcadas

por anticorpos, portanto células linhagem negativa (Lin’). Esse procedimento era
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repetido por trés vezes para garantir maior eficiéncia na separagao. A fragao final de
células era entdo contada usando a técnica de contagem de células viaveis através do
corante vital Tripan Blue (Sigma-Aldrich) na cdmara de Neubauer. De acordo com
essa metodologia a suspensao de células foi colocada em uma diluigdo de 1:1000 de
azul de Tripan e ap6s um minuto a mistura foi colocada na camara de Neubauer. As
células que nao incorporaram o azul de Tripan eram as células vidveis. Apos a
contagem, as cé€lulas foram suspensas em solugdo fisioldgica para infusdo nos

animais.

3.3. Injecdo de células Lin’:

Apods a contagem, 2*10° células suspensas em 500 microlitros

de solugdo salina foram injetadas em ratos receptores através da veia caudal.

3.4. Divisao dos grupos:

Os animais foram divididos em quatro grupos:
e GRUPO Sham: Esses ratos foram submetidos a laparotomia ventral
sob anestesia com tiopental 50 mg/kg administrado por via intra-
peritoneal, sem realizacdo de qualquer outro procedimento

cirargico, e foram usados como grupo controle.
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e GRUPO NX: Esses ratos foram submetidos a laparotomia ventral
seguindo o mesmo protocolo de anestesia do grupo I, com
subseqiiente nefrectomia D e ligadura de dois ramos da artéria renal
E (modelo de ablagdo renal 5/6). Nos dias 15, 30 e 45 dias apds o
procedimento receberam solucdo salina intravenosamente, via veia
caudal.

e GRUPO NXSCI1: Esses ratos foram submetidos a laparotomia ventral
seguindo o mesmo protocolo de anestesia do grupo I, com
subseqiiente nefrectomia D e ligadura de dois ramos da artéria renal
E (modelo de ablagdo renal 5/6). No 15° dia de pds-operatorio
receberam células Lin™ intravenosamente, via veia caudal.

e GRUPO NXSC3: Esses ratos foram submetidos a laparotomia ventral
seguindo o mesmo protocolo de anestesia do grupo I, com
subseqiiente nefrectomia D e ligadura de dois ramos da artéria renal
E (modelo de ablagdo renal 5/6). Nos dias 15, 30 e 45 apds o
procedimento receberam células Lin™ intravenosamente, via veia

caudal.

Durante sessenta dias todos os ratos foram mantidos sob as

mesmas condigdes ambientais e alimentares.



19

3.5. Parametros de avaliacéo:

Apos 60 dias de pos-operatorio os ratos foram submetidos as

seguintes avaliacdes laboratoriais:

3.5.1 Estudos de funcéo renal e analise bioquimica:

3.5.1.1. Proteindria em 24 horas (mg/24hs):

Os ratos foram colocados em gaiolas metabolicas com coleta
de urina em 24 horas e posterior dosagem da proteina urinaria total utilizando o
método de vermelho de pirogalol. Foi utilizado o teste Sensiprot da Labtest
Diagnéstica®, através do qual a amostra de urina era misturada a um reagente de cor
que contém pirogalol. A quantificacdo da proteinuria foi feita através de método
espectrofotométrico a partir da relagdo entre a absorbancia da amostra e da solugdo

padrao (50 mg de proteina/dL).

3.5.1.2. Clearance de inulina (ml/min/100g):

Ap0s a coleta da urina de 24 horas, os ratos foram submetidos
a mensuracao do clearance de inulina. Os ratos foram anestesiados com tiopental 50
mg/kg e submetidos a cateterizagdo das duas veias jugulares com cateter PE60, da
artéria femoral esquerda com cateter PE5S0 e da bexiga com cateter PE 240. Um

priming de inulina (100mg/kg) foi administrado, com posterior infusdo constante de
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inulina a uma velocidade de 0,04 ml/min. Apds trinta minutos era feita a coleta de
sangue inicial. A urina era colhida em trés periodos de trinta minutos. Ao final desses
periodos o sangue do animal era retirado para medir a concentracao de inulina final e
realizar as demais dosagens plasmaticas. Os plasmas obtidos eram desproteinizados
em uma dilui¢do de 1:11 de solucdo de acido perclorico a 5% antes da dosagem da
inulina por método espectrofotométrico. As urinas coletadas foram diluidas em dois
momentos: primeira diluicdo 1:11 em agua destilada e a segunda dilui¢ao calculada a
partir da concentragao de inulina plasmatica. A espectrofotometria foi usada para
medir as concentragdes de inulina. No célculo da inulina, quer urinaria ou
plasmatica, foi usado um fator de correcdo encontrado a partir da curva padrao de
inulina, obtida por dosagens seriadas de diferentes concentracdes de inulina pelo
investigador direto do protocolo. O clearance de inulina foi calculado a partir da
razao inulina urinaria sobre a plasmatica. A pressao arterial femoral foi medida no

inicio experimento.

3.5.1.3. Hematdcrito:

Para determinacdo do hematocrito foi usado um tubo capilar

de micro-hematdécrito (Perfecta, Sao Paulo), utilizando sangue obtido no inicio do

experimento do clearance de inulina.
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3.5.1.4. Aldosterona plasmética:

Foi usada como marcador da ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona nesse modelo de insuficiéncia renal cronica. A dosagem foi
realizada através de método de radioimunoensaio com o Kit Coat-Acount

Aldosterone (DPC, Los Angeles, EUA) no Laboratoério Central do HC-FMUSP.

3.5.2 Andlise histomorfométrica

3.5.2.1. Indice de esclerose glomerular:

Os rins obtidos durante o sacrificio foram fixados em meio de
Dubosq. Apds a fixagdo foram colocados em bloco de parafina e a seguir
desparafinados utilizando técnica padrdo seqiiencial com cortes de 4 um de
espessura. As laminas assim obtidas foram coradas com hematoxilina-eosina e
tricromio de Masson. Nesse modelo de ablacao renal, o achado histoldgico tipico € a
esclerose glomerular. A extensdo do envolvimento renal pela glomeruloesclerose foi
avaliada pelo indice de esclerose glomerular (IEG). Esse indice foi calculado a partir
da média ponderada dos scores de todos os glomérulos individualmente. Foram

avaliados em cada lamina 50 glomérulos. O seguinte score foi usado:

zero — glomérulo sem lesdo,

1- les@o afetando 1-10% da area glomerular,
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2 - lesdes que acometem de 11 a 20% da éarea glomerular
3 - lesdes que acometem de 21 a 30% da area glomerular,
4 - lesoes que acometem de 31 a 40% da éarea glomerular,
5 - lesdes que acometem de 41-50% da éarea glomerular,
6- lesdo afetando 51-60% da area glomerular,

7 - lesdes que acometem de 61 a 70% da area glomerular
8 - lesdes que acometem de 71 a 80% da area glomerular,
9 - lesdes que acometem de 81 a 90% da éarea glomerular,

10 - lesdes que acometem de 91-100% da 4rea glomerular

3.5.2.2. Area intersticial relativa:

Cortes de 4 um de espessura de tecido renal dos animais foram
usados para andlise do comprometimento tubulo-intersticial. Para o estudo de
morfometria, as imagens obtidas pela microscopia 6tica foram captadas por meio de
video-camera de luz conectada a um analisador de imagens (Qwin, Leica, Wetzlar,
Alemanha). No cortex de cada rim vinte campos foram analisados. As areas
intersticiais eram primeiramente circuladas manualmente. A darea intersticial foi

medida de forma percentual com relagdo ao campo Optico, excluindo os glomérulos.

3.5.2.3. Avaliacédo da area glomerular:

Cortes de 4 um de espessura de tecido renal dos animais foram

usados para analise da area glomerular. Para o estudo de morfometria, as imagens
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obtidas pela microscopia Otica foram captadas por meio de video-camera de luz
conectada a um analisador de imagens (Qwin, Leica, Wetzlar, Alemanha). No cortex
de cada rim cinqiienta glomérulos foram analisados. A area glomerular era circulada
manualmente e calculada automaticamente através do software. Apds obtencao dos

dados foi feita média aritmética dos glomérulos medidos.

3.5.3 Analise imunohistoquimica

3.5.3.1. Anticorpos:

Os seguintes anticorpos foram wusados: anticorpo IgGl
monoclonal contra antigeno citoplasmatico presente em monocitos, macrofagos e
células dendriticas (ED1, Bioproducts for Science, Indiandpolis, EUA), anticorpo
IgG1 monoclonal contra linfécitos T (CD3, clone W3/13HLK, Loughborough,
Inglaterra) e anticorpo IgGl monoclonal contra antigeno nuclear de células em

proliferagao (PCNA, Sigma-Aldrich).

3.5.3.2. Infiltracdo por macro6fagos e linfocitos e proliferacéo celular:

Secdes de 4 pum foram incubadas durante uma hora em
temperatura ambiente com diluigdo de 1/50 anticorpos anti-CD3 e overnight com
1:1000 anticorpos anti-ED1 e anti-PCNA. O produto dessa reagdo foi detectado pelo

complexo avidina-biotina-peroxidase e a cor desenvolvida com 3,3’-
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diaminobenzidina, incluindo ou ndo a adicdo de cloreto de niquel 8% na presenca de
agua oxigenada. A contracoloragdo foi feita com Methyl Green para ED1 e PCNA ou
hematoxilina de Harris para CD3. Controles negativos foram obtidos pela colocagao
de anticorpo primario com IgG de camundongo numa concentragdo equivalente. Para
avaliacdo dos resultados foram avaliados 30 campos Opticos as trés marcagdes, € em
seguida determinado o numero médio de células por area do campo analisada (0,245
mm?). Apenas para EDI foi feita a contagem do numero de células marcadas por

glomérulo, sendo avaliados 50 glomérulos em cada lamina.

3.5.4 Analise da expressao de proteinas envolvidas no processo de

inflamac&o e regeneracio

Algumas proteinas ja anteriormente relacionadas a
progressao da insuficiéncia renal cronica em modelos experimentais foram

analisadas.

3.5.4.1. Extracdo de proteinas:

Os rins foram homogeneizados em uma solugdo gelada
(200mM Mannitol, 80mM Hepes, 4lmM KOH; pH 7.5) contendo inibidores de
proteases (Cocktail Protease Inhibitor, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO)
usando um pistilo de teflon (Schmidt and Co., Frankfurt/M, Germany). O

homogeneizado foi entdo centrifugado (2000 g) por 15 min a 4°C para remocgao das
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células e debris celulares. A medida da concentragdo da proteina foi feita pelo

método colorimétrico de Bradford.

3.5.4.2. Eletroforese e immunobloting:

As amostras de proteina correram em minigéis de
poliacrilamida. Apo6s a transferéncia por eletroeluicdo para a membrana de
nitrocelulose, os blots foram tratados com leite em pd desnatado 5% diluido em
TBS-T por 1 hora e incubados com os respectivos anticorpos. A marcacao foi feita
através da peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody (anti-rabbit 1:2000,
anti-mouse 1:2000 ou anti-goat 1:10000, Sigma) wusando sistema de
quimiluminescéncia (ECL, Amersham). A normatizagdo foi feita com a hibridizagao

novamente das membranas com a actina (Sigma-Aldrich).

3.5.4.3. Semi-quantificacdo da proteina:

As bandas nos filmes de ECL foram submetidas ao scan
Image Master VDS (Pharmacia Biotech), onde foi feita a densitometria. Estas bandas
foram normatizadas pela densitometria da proteina actina. As seguintes proteinas

foram analisadas:

v' p2l - A expressdo dessa proteina foi avaliada no intuito de identificar
regulacdes génicas induzidas pela infusdo de stem cells. As amostras,

em uma concentragdo de 10 microgramas/linha, correram em minigel
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a 12% durante uma hora e dez minutos. A hibridizacdo com anti-p21
1:1000 (Santa Cruz Biotechnology) em TBS-T foi feita overnight a 4°
em agitacdo continua. Apds a hibridizagdo a membrana foi lavada 4
vezes por cinco minutos cada e feita hibridizacdo com anticorpo
secundario anti-rabbit 1:2000. Apos esse procedimento a membrana
era exposta aos reagentes de deteccdo ECL (Amershan) e a imagem

era revelada.

VEGF (fator de crescimento endotelial): A expressdo dessa proteina
foi avaliada no intuito de identificar mecanismos pardcrinos apoés
infusdo de stem cells. As amostras, em uma concentra¢do de 20
microgramas/linha, correram em minigel a 12% durante uma hora e
dez minutos. A hibridizagdo com anti-VEGF 1:500 (Santa Cruz
Biotechnology) em TBS-T foi feita overnight a 4° em agitagdo
continua. Apo6s a hibridizagdo a membrana foi lavada 4 vezes por
cinco minutos cada e feita hibridizagao com anticorpo secundario anti-
mouse 1:2000. Apds esse procedimento a membrana era exposta aos

reagentes de detecgdo ECL (Amershan) e a imagem era revelada.

MCP-1 (proteina quimiotatica de macrofagos): As amostras, em
uma concentragdo de 20 microgramas/linha correram em minigel a
15% durante uma hora e vinte minutos. A hibridizagdo com anti-
MCP1 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology) em TBS-T foi feita
overnight em temperatura ambiente em agitacdo continua. Apos a
hibridizacdo a membrana foi lavada 4 vezes por cinco minutos cada e

feita hibridizagdo com anticorpo secundario anti-goat 1:10000. Apos
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esse procedimento a membrana era exposta aos reagentes de detecgao

ECL (Amershan) e a imagem era revelada.

v eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial): As amostras, em uma
concentragdo de 40 microgramas/linha, correram em minigel a 8%
durante uma hora e quarenta minutos. A hibridizacdo com anti-eNOS
1:500 (Santa Cruz Biotechnology) em TBS-T foi feita overnight em
temperatura ambiente em agitagdo continua. Apos a hibridizagdo a
membrana foi lavada 4 vezes por cinco minutos cada e feita
hibridizagao com anticorpo secundario anti-mouse 1:2000. Apos esse
procedimento a membrana era exposta aos reagentes de deteccdo ECL

(Amershan) e a imagem era revelada.

3.6. Andlise estatistica:

Os dados estdo expressos em média = erro padrao.
Diferengas entre as médias dos multiplos parametros foram analisadas pelo método
One-Way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. O programa estatistico
utilizado foi o GraphPrism 3.0. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4.1 Proteinuria (mg/24hs):

Na tabela 1 observamos que os ratos submetidos a nefrectomia
apresentaram um aumento significativo da proteinuria, o que demonstra a injuria
glomerular desses animais (NX= 12,04+0,53 p<0,001 vs Sham, NXSC1= 8,74+1,13
p<0,01 vs Sham, NXSC3= 8,11+£0,96 mg/24 hs p<0,05 vs sham). Os animais tratados
apresentaram diminui¢do da proteinuria com relagdo aos animais nao tratados (NX=

12,04+0,53 p<0,05 vs NXSC1 e NXSC3) (Figura 1).

Tabela 1. Clearance inulina, pressdo arterial média (PAM), aldosterona sérica, proteinuria de 24

horas e hematocrito no 60° dia de pds-operatorio:

Clearance de PAM Aldosterona Proteintiria Hematocrito(%)
inulina (mmHg) sérica (ng/dL) (mg/24 h)
(mL/min/100
g)
Sham 0,69 + 0,04" 115 +2,6° 8,27+0,6" 4,43 £0,7 51,38£0,9

NX 0,33 £0,02 145+7,7 102,3 £ 14,5 12,04 £0,5%¢ 42,71 £2,58
NXSCI 0,35+0,05 144 + 4,6 105,3 £ 17,6 8,74 £ 1,1° 47,38 £2,2

NXSC3 0,33 +£0,04 139+ 7,5 104,1 £17,8 8,10+ 1,0" 49,71+1,9

Dados expressos em média + EPM.

3 < 0,001 vs. todos os grupos; ® p < 0,01 vs. todos os grupos; °p < 0,001 vs. Sham; ¢ p < 0,05 vs.

NXSC1 e NXSC3; ®p < 0,01 vs. Sham; 'p < 0,05 vs. Sham; % < 0,05 vs. Sham ¢ NXSC3
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Excrecao urinaria de proteinas
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Figura 1. Grafico da excregéo urindria de proteinas em animais Sham, NX, NXSC1 ¢ NXSC3 no 60°

dia de pds-operatorio. OLp < 0,001 vs. ,Sham; Bp < 0,05 vs. NXSC1 and NXSC3, A p < 0,01 vs. Sham,

v p < 0,05 vs. Sham.

4.2 Pressédo arterial (mmhg):

Conforme observado na tabela 1, os animais nefrectomizados
apresentaram niveis pressoricos mais elevados que os animais ndo nefrectomizados
(NX= 145 £ 7,68 vs Sham= 115 % 2,58 mmHg, p<0,01), achado compativel com o
estabelecimento da doenga renal progressiva. Nao houve diferenca nos niveis
pressoricos entre os animais que receberam e os que nao receberam infusdes de
células Lin" (NX= 145 £ 7,68 vs NXSC1= 144 + 4,64 e NXSC3= 139 £ 7,47 mmHg,

p > 0,05) (Figura 2)



31

Pressdo arterial (mmHg)
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Figura 2. Grafico da pressdo arterial em animais Sham, NX, NXSC1 e NXSC3 no 60° dia de pos-

operatorio. *p < 0,01 vs. todos os grupos.

4.3 Clearance de inulina (ml/min/100g):

Os animais submetidos a nefrectomia apresentaram redugdo do
clearance de inulina demonstrando a eficiéncia do procedimento cirtirgico (Sham=
0,69+0,04 vs NX= 0,33+0,02 e NXSCI= 0,35£0,05 e NXSC3= 0,33%0,04
ml/min/100g, p<0,001) . Nao foi observada diferenca significativa entre os animais

que receberam ou ndo as células Lin". (Ver Tabela 1 e Figura 3)
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Clearance de inulina (ml/min/100g)
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Figura 3. Grafico do clearance de inulina em animais Sham, NX, NXSCI ¢ NXSC3 no 60° dia de

0s-operatorio. OLp < 0,001 vs. todos os grupos
pos-op

4.4. Aldosterona plasmética (ng/dl):

Os niveis plasmaticos de aldosterona encontraram-se elevados
nos grupos de animais nefrectomizados, NX = 102,3 + 14,48; NXSCI = 105,3 +
17,56; NXSC3 = 104,1 £ 17,82 ng/dL em compara¢cdo com o grupo Sham = 8,3 +
0,62 (p <0,001). (Tabela 1, Figura 4). Nao houve diferengas entre os animais que

receberam as células Lin™ e os que ndo receberam.
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Aldosterona plasmatica (ng/dL)

o, ] OO

Sham NX NXSC1 NXSC3

Figura 4. Grafico da concentragdo de aldosterona plasmatica em animais Sham, NX, NXSCI1 e

NXSC3 no 60° dia de pds-operatorio. *p < 0,001 vs. todos os grupos.

4.5 Hematocrito (%):

Os animais que foram submetidos a ablacdo renal subtotal e
ndo receberam a infusdo de células apresentaram os menores niveis de hematdcrito
provavelmente secundario a insuficiéncia renal (NX = 42,71 £ 2,48 %, p < 0,05 vs
Sham e NXSC3). Os animais que receberam células Lin" apresentaram tendéncia a
recuperagdo dos niveis de hematocrito (NXSC1 = 47,38 £ 2,17 e NXSC3 =49,71 +

1,87 %, p > 0,05 vs Sham). (Ver Tabela 1, Figura 5)
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Hematoécrito (%)

50

25

Sham NX NXSC1 NXSC3

Figura 5. Gréfico do nivel de hematocrito em animais Sham, NX, NXSC1 e NXSC3 no 60° dia de

pos-operatodrio. a p<0,05 versus Sham e NXSC3.

4.6. Peso corporeo (g):
Os animais submetidos a nefrectomia apresentaram menor
ganho de peso corpdéreo com relagdo aos animais ndo operados, embora nao haja

diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2. Delta (A) de peso corpdreo ao longo dos 60 dias de estudo:

Delta de peso (g)
Sham 64,38 + 7,70
NX 36,88 + 6,54
NXSC1 45,63 + 8,32
NXSC3 46,88 £ 5,67

4.7. Mortalidade (%):

Nao houve andlise estatistica da mortalidade. A mortalidade
natural foi de 15% no grupo Sham, 33% no grupo NX e 30% e 34% nos grupos

NXSC1 e NXSC3 respectivamente.

4.8. Indice de glomeruloesclerose (%):

Os animais nefrectomizados apresentaram maior esclerose
glomerular que os animais ndo operados (Sham = 3,63 + 0,86; NX = 125,60 + 15,76,
p<0,001). A infusdo de células Lin" resultou em diminuicdo do indice de
glomeruloesclerose independente do niumero de inje¢des recebidas. (NX = 125,60 +
15,76; NXSC1 = 61,50 + 11,48; NXSC3= 62,93 £ 11,24); (NX vs NXSC1 e NXSC3,

p <0,001). (Figuras 6 ¢ 7)
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4.9. Area intersticial relativa (%):
A area intersticial relativa foi maior nos animais NX = 16,53 +
1,27 %, com uma significativa reducdo nos grupos NXSC1 (p<0,001) e NXSC3 (p <

0,01). Nao ha diferenca entre os dois ultimos grupos (NXSCI = 11,38 + 1,58 % ;

NXSC3=11,33 + 1,94 % , p >0,05). (Figuras 8 ¢ 9)

Indice de esclerose glomerular

150 - a

100 -

50 4

0 S
Sham Nx NxSC1 NxSC3

Figura 6. Gréafico do indice de esclerose glomerular em animais Sham, NX, NXSC1 e NXSC3 no 60°
dia de pds-operatorio. “p < 0,001 vs. todos 0s grupos p<0,001 vs todos os grupos, ¥ p < 0,001 vs Sham e A

p < 0,01 vs Sham
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Figura 7. Fotos representativas do indice de esclerose glomerular nos animais Sham, NX, NXSC1 e

NXSC3 no 60° dia de p(')s-operat(')rio: (A) rato controle, (B) rato 5/6 sem células Lin- (C) rato 5/6 com infusdo células

no 15° dia pos-operatorio e (D) rato 5/6 com infusdo células no 15°, 30° e 45° dias pds-operatorio.
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Area intersticial relativa (%)

20 T o

Sham NX NXSC1 NXSC3

Figura 8. Grafico da area intersticial relativa em animais Sham, NX, NXSCI1 ¢ NXSC3 no
60° dia de pos-operatorio. * p<0,001 vs Sham e NXSCI, P p<0,05 vs Sham e * p < 0,01 vs Sham e

NX.
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Eigura 9: Fotos representativas do area intersticial relativa nos animais Sham, NX, NXSC1 e NXSC3
no 60° dia de pos-operatorio (A) rato controle, (B) rato 5/6 sem células Lin (C) rato 5/6 com infusdo
células no 15° dia pds-operatorio e (D) rato 5/6 com infusdo células no 15°30° e 45° dias pds-

operatorio.

4.10. Imunohistoquimica para ED-1 (macro6fagos):

Nos glomérulos, o nimero de células coradas para ED-1 foi
significativamente reduzido nos animais NXSCI1 e NXSC3 (0,37+ 0,14 ¢ 0,28 £ 0,05
células/glomérulo, respectivamente), quando comparados com os nao tratados NX=
0,84 + 0,14 células/glomérulo (p<0,05). No compartimento tubulo-intersticial

verificou-se no NX: 12,35 + 3,35 células/0,245 mm’ e reducdo significativa nos
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animais NXSCI1 (4,64 + 0,68 c¢ls/0,245 mmz) e NXSC3 ( 4,64 £ 1,12 c¢ls/0,245

mm?) (p<0,01) (Figura 10 aeb e Figura 11)

Infiltragdo tecidual por macrofagos (ED1)

(a) infiltragdo em glomérulos (céls/glom):

1.00 ~ =
0.75 -
0.50 -
0.25 -
0.00 - T
Sham NX NXSC1 NXSC3

p

OLp < 0,001 vs. Sham; "p < 0,05 vs. NXSC1 e NXSC3
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(b) infiltragdo em compartimento tubulo-intersticial (céls/0,245mm?)

20 -

10

Sham NX NXSC1 NXSC3

p

“p < 0,001 vs. Sham; 'p < 0,01 vs NXSC1 e NXSC3

Figura 10: Grafico da infiltragdo tecidual por macrofagos (ED1) em glomérulos (a) e em
compartimento tabulo-intersticial (b) em animais Sham, NX, NXSC1 e NXSC3 no 60° dia de pds-

operatorio.
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Figura 11: Fotos representativas da infiltragdo tecidual por macréfagos (ED-1)_em animais Sham,
NX, NXSC1 e NXSC3 no 60° dia de pos-operatorio: (A) rato controle, (B) rato 5/6 sem células Lin
(C) rato 5/6 com infusdo células no 15° dia pds-operatério e (D) rato 5/6 com infusdo células no

15°,30° e 45° dias pos-operatorio.

4.11. Imunohistoquimica para CD3 (linfécitos T):

A analise imunohistoquimica demonstrou diminui¢do do
infiltrado de linfécitos nos grupos NXSCIl= 3,07 + 0,33 e NXSC3= 3,94 + 0,49
céls/0,245 mm?, quando comparados aos animais ndo tratados NX= 5,73 + 0,94

céls/0,245 mm~ (p<0,05). (Figura 12 e
15/0,245 mm? (p<0,05). (Figura 12 e 13)
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Infiltragdo tecidual por linfocitos (CD3) (céls/0,245mm?):

_ aB

Sham NX NXSC1 NXSC3

Eigura 12: Grafico da infiltragdo tecidual por linfocitos (CD3) em animais Sham, NX,
NXSC1 e NXSC3 no 60° dia de pos-operatorio. “p < 0,01 vs. Sham; Pp < 0,05 vs.

NXSC1 e NXSC3
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Figura 13: Fotos representativas da infiltragdo tecidual por linfocitos (CD3) em animais Sham, NX,

NXSCI1 e NXSC3 no 60° dia de pos-operatorio: (A) rato controle, (B) rato 5/6 sem células Lin (C)
rato 5/6 com infusdo células no 15° dia pds-operatorio e (D) rato 5/6 com infusio células no 15°,30° e

45° dias pos-operatorio.

4.12. Imunohistoquimica para PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo

celular):

Pode-se observar que houve aumento do niimero de células em
proliferagio no grupo NX = 36,98 + 8,06 céls/0,245mm’ quando comparado ao
grupo Sham = 1,44 + 0,19 céls/0,245mm2. Houve diminui¢do do numero de células

em proliferacdo nos grupos NXSC1= 9,75 + 2,95 e NXSC3 = 2,67 £ 0,53 c¢ls/0,245
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mm? quando comparados aos animais nao tratados NX= 36,32 + 9,84 c¢ls/0,245 mm?

(p<0,001). (Figura 14 e 15)

Expressado tecidual de antigeno nuclear de células em proliferacao

(PCNA) (céls/0,245mm?):

0J =0 -

Sham NX NXSC1 NXSC3

Figura 14: Grafico expressdo tecidual de antigeno nuclear de células em proliferagdo
(PCNA) em animais Sham, NX, NXSC1 ¢ NXSC3 no 60° dia de pés-operatério. ’p <

0,001 vs. todos os grupos.
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Figura 15: Fotos representativas da expressdo tecidual de antigeno nuclear de células em proliferagdo
(PCNA) em animais Sham, NX, NXSCI e NXSC3 no 60° dia de pos-operatorio (A) rato controle, (B)
rato 5/6 sem células Lin (C) rato 5/6 com infusio células no 15° dia pos-operatdrio e (D) rato 5/6 com

infusdo células no 15°,30° e 45° dias pds-operatdrio.

4.13. Western blotting para MCP-1 (proteina quimiotatica de macréfagos):

Entre as quimiocinas que regulam a resposta inflamatoria em
modelos de doenca renal cronica, a MCP-1 ¢ uma das mais importantes. A expressao
foi marcadamente aumentada no grupo NX (sham: 98,50 + 1,19% vs. NX: 157,71 +
2,14%, p < 0,001) (Figura 16 A e B). A infusdo de células Lin significativamente
diminuiu a expressdo da MCP-1 (NX: 157,71 £2,14% vs. NXSC1: 123,30 = 4,65% ¢

NXSC3: 120 + 4,60%, p < 0,001).
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Expressdo da proteina MCP-1 (%):

(@)

160 A
140 ~
120 -
100 A~
80
60 -

20 +

Sham NX NXSC1 NXSC3

p

0‘p < 0,001 vs. todos os grupos; 'p < 0,01 vs. Sham

(b)

Sham NX NXSC1 NXSC3

Figura 16: (a) Grafico da analise densitométrica da expressdo da proteina MCP-1; (b) Immunoblots
para anti-MCP-1 revelando uma banda de aproximadamente 7 kDa; em animais Sham, NX, NXSCI e

NXSC3 no 60° dia de pds-operatorio.
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4.14. Western blotting para VEGF (fator de crescimento endotelial vascular):

O VEGF estd envolvido na patogénese da hipertrofia
glomerular. Neste modelo a expressdao do VEGF foi maior no grupo NX e foi
reduzida apds injecdo de células Lin. (Sham: 100,3 + 2,4%, NX:164,8 + 7,15%,

NXSC1:130,7 £ 1,80% e NXSC3: 121,2 £ 3,27%, p <0,001) (Figura 17 ae b)
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Expressdo da proteina VEGF (%):

(a)

2001
180
160
140
120
100
80
60
40
20

0 -

Sham NX NXSC1 NXSC3

B

Olp < 0,001 vs. todos os grupos; "p < 0,001 vs. Sham; Ap < 0,01 vs. Sham

(b)

Sham NX NXSC1 NXSC3
Figura 17: (a) Grafico da andlise densitométrica da expressdo da proteina VEGF; (b) Immunoblots
para anti-VEGF revelando uma banda de aproximadamente 25 kDa; em animais Sham, NX, NXSCI1 e

NXSC3 no 60° dia de pds-operatorio.
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4.15. Area glomerular:

Os animais submetidos a nefrectomia apresentaram maior
volume glomerular que os animais controle (Sham= 11930 = 408 vs NX 15300 *
1140 umz, p<0,05), entretanto ndo foi observada diferenca entre os animais que
receberam ou ndo as células Lin~ (NX 15300 + 1140 pm?®, NXSCl= 15080 + 233

pum’ e NXSC3 = 15610 + 901 pm® , p>0,05). (Figura 18).

Area glomerular (um®):

2000 A

1000 -~

0_

Sham NX NXSCA1 NXSC3

Figura 18: Gréfico area glomerular em animais Sham, NX, NXSC1 e NXSC3 no 60° dia de pos-

operat(’)rio.ap < 0,05 vs. NX e NXSC3; Bp < 0,01 vs. NXSC1
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4.16. Western blotting para p21:

A expressao da proteina p21 foi significativamente aumentada
nos animais operados (Sham: 99,5 £+ 0,8% vs. NX: 148,1 + 4,0%, p < 0,01)e reduzida
apos a infusdo de células Lin (NX: 148,1 + 4,0% vs. NXSCI: 130,1 + 5,7% e

NXSC3: 125,0 + 7,9%, p < 0,05).(Figura 19 a e b)
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Expressdo da proteina p21 (%):

(@)
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14 A

N B OO 0
I

Sham NX NXSC1 NXSC3

ap < 0,001 vs. Sham; Bp < 0,05 vs. NXSC1 and NXSC3; Ap < 0,01 vs. Sham

(b)

T — — -

Sham NX NXSC1 NXSC3
Figura 19: (a) Grafico da andlise densitométrica da expressdo da proteina p21; (b) Immunoblots para
anti-p21 revelando uma banda de aproximadamente 25 kDa; em animais Sham, NX, NXSCI e

NXSC3 no 60° dia de pds-operatorio.
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4.17. Western blotting para eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial):

A expressdo da proteina eNOS foi significativamente reduzida
nos animais operados (Sham: 100,0 + 2,0% vs. NX: 44,2 + 1,8%, p < 0,001)e
aumentada ap6s a infusdo de células Lin (NX: 44,17 + 1,8% vs. NXSC1: 78,0 +

2,5% e NXSC3: 84,3 £ 1,8%, p <0,001).(Figura 20 a e b)
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Expressdo da proteina eNOS (%):

(@)
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P
a
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0 -
Sham NX NXSC1  NXSC3

B

ap < 0,001 vs. todos os grupos "p < 0,001 vs. Sham; Ap < 0,01 vs. Sham

(b)

Sham NX NXSC1 NXSC3
Eigura 20: (a) Grafico da analise densitométrica da expressdo da proteina eNOS; (b) Immunoblots

para eNOS revelando uma banda de aproximadamente 135 kDa; em animais Sham, NX, NXSC1 e

NXSC3 no 60° dia de pds-operatorio.



5. Discussao

55



56

As nefropatias progressivas que levam a esclerose glomerular,
fibrose intersticial e doenca renal terminal podem ser iniciadas por mecanismos
imunes e nao imunes. Qualquer que seja entretanto, o mecanismo iniciador, a
perpetuagao da lesao renal depende de uma complexa cadeia de eventos que envolve
a participagdo de mecanismos inflamatérios como proliferacdo de fibroblastos,
ativacdo de macréfagos e excessiva produgdo de matriz extracelular.(33) Dada a
complexidade dos mecanismos de progressao varios tipos de estratégias tém sido
tentadas tanto em carater clinico como experimental para tentar retardar a inexoravel
evolugdo da doenga renal cronica (DRC).

Baseados nos estudos que demonstram a participacdo da
angiotensina na progressao da doenga renal, inimeros trabalhos usando inibidores de
enzima conversora de angiotensina em diferentes doses ja foram publicados nos
ultimos anos, bem como trabalhos utilizando bloqueadores dos receptores de
angiotensina.(34-36) A maior parte desses trabalhos conseguiu demonstrar melhora
nos parametros de injuria renal apesar de nem sempre conseguir isolar os efeitos de
melhora pressoérica dos efeitos diretos das drogas no retardo da progressao da doenca
renal.

Na tentativa de bloquear os processos inflamatérios envolvidos
na progressao da doenca renal, alguns autores usaram drogas como micofenolato de
mofetil e anti-inflamatdérios em modelos de doenga renal cronica experimental com
resultados satisfatérios.(37;38) Adicionalmente, e levando em consideragdo a
participagdo do estresse oxidativo na progressdo da injiria renal, Shimizu e

colaboradores demonstraram que o uso do anti-oxidante N-acetilcisteina diminuia os
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escores de lesdo histoldgica além de melhorar o clearance de inulina de animais
submetidos a nefrectomia 5/6 (ablacao renal subtotal).(39)

Com a perspectiva de utilizagdo de células tronco em doencas
neurologicas degenerativas, insuficiéncia cardiaca congestiva, dentre outras doencas
cronicas; surgiu o interesse de avaliar se essas células poderiam exercer algum efeito
benéfico em um modelo experimental de DRC. Um dos primeiros trabalhos que
avaliou a participagdo dessas células em modelos de esclerose glomerular e fibrose
intersticial foi publicado em janeiro de 2006, em um modelo de
glomerulonefrite.(28) Trata-se de um modelo de doenga renal cronica onde ha
predominio de mecanismos imunes na injuria tecidual inicial, que ndo representa o
principal mecanismo envolvido na etiologia das principais causas de DRC em
pacientes.(40) Nesse modelo os autores injetaram anticorpo monoclonal anti-Thy-1.1
e realizaram nefrectomia unilateral resultando em alteragdes tipicas de doenga renal
cronica. Apos sete dias as células de medula 6ssea foram injetadas via veia caudal e
os animais foram seguidos por 84 dias. Ao final desse periodo, eles demonstraram
redugdo da proteinuria, melhora da injuria histolégica, menor mortalidade ¢ menor
nivel de disfuncdo renal, medida pela creatinina plasmatica, nos animais que
receberam a infusdo de células da medula 6ssea.

Ainda dentro do grupo das doencas cronicas, dois estudos
foram realizados em um modelo similar a doenga de Alport (camundongos que ndo
expressam o gene da cadeia a3 do colageno tipo IV). Foram utilizados dois
protocolos diferentes de uso de células de medula 6ssea. No estudo em que foram
utilizadas células mesenquimais isoladamente houve melhora da fibrose intersticial

sem ter havido retardo na progressdo da doenga renal, enquanto no estudo em que
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foram usadas células de medula 6ssea total houve reducdo da proteintria e da uréia
apo6s 21 semanas.(29-31) Esses dados sugerem que diferentes tipos de células tronco
podem apresentar resultados diversos dentro de uma mesma patologia.

Utilizando entretanto o modelo classico de nefrectomia 5/6,
apenas um grupo de autores publicou resultados. Zerbini e colaboradores
apresentaram dados de estudo em animais submetidos a nefrectomia 5/6 e posterior
infusdo de células de baco e de medula 6ssea total em diferentes concentragdes. Apos
oito semanas nao havia diferenga com relagdo a parametros funcionais entre animais
que receberam e os que nao receberam a infusdo de células.(32) Persistia ainda a
davida com relagdo ao potencial de uso de subgrupos especificos de células tronco de
medula 6ssea nesse modelo de DRC. Em nosso trabalho usamos especificamente as
células linhagem negativa (Lin") de medula 6ssea.

De acordo com a metodologia descrita anteriormente, sao
excluidas no processo de selecao negativa das células de medula dssea: os eritrocitos,
os linfocitos T e B, granuldcitos e mondcitos. Portanto, o pool de células resultante
engloba tanto células tronco hematopoiéticas como mesenquimais, sendo que as
ultimas sao encontradas em percentual menor no tecido medular.

Foram utilizados ratos singénicos Fischer 344. Esses animais
apresentam caracteristicas distintas com relacdo aos ratos Wistar classicamente
utilizados nos trabalhos de DRC. Uma dessas diferencas ¢ que a hipertensdo e a
proteintria desenvolvem-se apds oito e quatro semanas respectivamente, apds a
ablacdo renal subtotal, ou seja, mais tardiamente que nos ratos Wistar. (41)

Oito semanas ap6s a ablacdo renal os animais apresentaram

hipertensdo arterial, proteinuria, reducdo do clearance de inulina e do hematocrito e
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aumento dos niveis de aldosterona sérica, comprovando a eficacia do modelo na
inducdo da doenga renal cronica experimental (ver Tabela 1). Foram também
observados esclerose glomerular, expansao intersticial e infiltracdo de macrofagos e
linfécitos, achados compativeis com doenga renal cronica. Os niveis de proteintria e
de alteracao histoldgica sdo sugestivos de lesdes em fases iniciais de DRC.

Hé evidéncias na literatura que a hipertensao e a aldosterona
estdo entre os mais importantes fatores patogé€nicos na progressao da doenga renal.
(42;43) Em nosso modelo foi verificada diminuicao significativa da proteinuria,
acompanhada por melhora nos indices de esclerose glomerular e na area intersticial
relativa, nos animais submetidos a infusdo de células Lin" independente do numero
de infusdes realizadas e a despeito de ndo haver diferenga nos niveis pressoricos e de
aldosterona sérica entre os animais tratados e ndo tratados. Esse achado dissocia a
redu¢do da proteinuria dos efeitos pressoricos € permite aventar que outros
mecanismos estejam implicados nesse resultado.

Os principais mecanismos envolvidos na progressao da doenga
renal cronica tém sido classicamente divididos em dois grupos: imunolégicos € nao
imunologicos. (44;45) Os estudos usando o micofenolato mofetil - que ¢ um inibidor
especifico da proliferagao de linfécitos- em modelos de ablagcao renal demonstraram
atenuacdo da progressdo da DRC através de mecanismo imune.(38) Em nosso estudo
foi observada uma redugdo significativa do nimero de linfocitos nos animais que
receberam as infusdes de células quando comparados aos animais nao tratados. (NX=
5,73 + 0,94 vs NXSCl= 3,07 + 0,33 ¢ NXSC3 = 3,94 + 0,49 céls/0,245 mm’,
p<0,05). Adicionalmente foi observada uma reducdo do numero de macrofagos

infiltrando o tecido renal.
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Esses achados sdo compativeis com uma menor atividade
inflamatoéria no tecido renal nos animais que receberam infusao de células Lin o que
resultou em menor gravidade da lesdo histologica e reducdo da proteintria. Esses
efeitos imunomoduladores das células tronco ja foram demonstrados em diversos
outros trabalhos. Células mononucleares derivadas de medula Ossea expressam
fatores de crescimento de fibroblastos e angiopoetinas, o que demonstra seu
potencial de ac¢do pardcrino.(46) Além disso, células mesenquimais de medula 6ssea
em meio de cultura podem modular a produgdo de INF-y e IL-4. (47)

J& com relagdo as células tronco hematopoiéticas ha poucos
dados na literatura quanto ao seu potencial imunomodulador. O mais importante
desses dados foi encontrado em um estudo em modelo de insuficiéncia renal aguda.
Nesse trabalho os autores demonstraram que muito mais que um papel de
diferenciagdo celular, essas células exerceram um papel imunomodulador que
resultou em menor injuria tecidual renal.(48) A melhora da lesdo renal foi atribuida a
menor expressao de L-selectina em células inflamatdrias o que resultou em menor
adesdo dessas células ao tecido renal.

Dentre as moléculas que estdo envolvidas na patogénese da
DRC uma das mais importantes ¢ a MCP-1 que se correlaciona com a proteinuria e a
infiltragdo de macréfagos. Ha forte evidéncia na literatura que ela estd associada ao
desenvolvimento de fibrose.(49) No presente estudo foi demonstrada uma redugdo
importante da expressdo da MCP-1. Nao ¢ entretanto possivel esclarecer se isso
ocorreu em decorréncia da melhora da proteinuria ou como efeito direto da infusdo

celular.
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E interessante verificar que ndo foi observada diferenca nos
parametros discutidos até entdo, entre os animais que receberam uma infusdo de
células Lin" e os animais que receberam trés infusdes de células Lin". Esse dado
contradiz a possibilidade dos resultados serem atribuidos a diferenciacao celular
direta e corroboram a hipotese de imunomodulacdo, uma vez que os animais que
receberam um maior nimero de células deveriam apresentar melhores resultados.
Adicionalmente os achados de que a infusdao de células no 15° dia de p6s operatério
tem resultados semelhantes a infusdo em 3 diferentes momentos, sugere que o
beneficio dessas células se da nos estagios iniciais de instalacdo da DRC. Posteriores
estudos sdo necessarios para avaliar o potencial uso dessas células em momentos
mais tardios de evolucao da doenca.

Ao analisar os dados de hematocrito percebe-se que os animais
com DRC apresentaram niveis mais baixos de hematocrito que os animais controle,
com retorno a valores proximo do normal apods infusao de células Lin™ . Isso pode se
dever ao fato de que os animais que receberam as células apresentam menor grau de
injuria intersticial, local onde ocorre a producao de eritropoetina e, portanto, maior
possibilidade de manter a estimulagdo para producao de heméaceas. Entretanto, ndo se
pode afastar a possibilidade de algumas células Lin" terem se diferenciado em
hemaceas.

Ap0s a ablagdo renal o aumento tecidual que se observa ¢ uma
conseqiiéncia da hiperplasia e da hipertrofia dos glomérulos e compartimentos
epiteliais renais. (35) Entretanto, a longo prazo, a hipertrofia se transforma em uma
resposta mal-adaptativa resultando em perda de tecido renal. (50) Tem sido

demonstrado que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um mediador
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importante da hipertrofia glomerular apos a nefrectomia subtotal. Schrijvers e
colaboradores (51) usaram um anticorpo anti VEGF em um modelo de nefrectomia
subtotal e observaram redugdo da proteinuria e da esclerose glomerular. Os mesmos
efeitos foram demonstrados em modelos de nefropatia diabética. (52) Foi aqui
demonstrado que a infusdo de células Lin™ resultou em menor expressao tecidual de
VEGF, que poderia ter sido responsavel por menor hipertrofia glomerular e melhora
da proteinuria. Entretanto nessa fase da DRC no modelo usado ndo encontramos
diferenca entre os grupos em termos de area glomerular.

Com relagdo a hiperplasia, esta parecer ser uma via melhor de
adaptacao renal. Um das principais proteinas envolvidas nessa via ¢ a proteina p21.
Megyesi e colaboradores demonstraram que camundongos que ndo expressavam essa
proteina apresentavam menor progressao da DRC.(53) Ja foi também demonstrado
que a proteina p21 € requerida para apoptose de poddcitos induzida por TGF-f3 e pelo
aminoglicosideo puromicina.(54). Alguns outros trabalhos tém mostrado que a
expressdo de p21 estd aumentada em podocitos em patologias como a nefropatia
membranosa ¢ a GESF colapsante.(55;56) Em nosso modelo, a nefrectomia 5/6
resultou em aumento da expressdo da proteina p21 que foi reduzida pela infusdo de
células, o que pode ter colaborado para atenuar a progressdo da DRC.

De forma inesperada, apesar da reducdo da expressdo da
proteina p21 ndo foi observada menor proliferacdo celular avaliada pelo PCNA nos
animais tratados com células Lin’; do contrario, os animais com menor expressao de
p21 apresentavam menor proliferagdo celular. Esse achado, entretanto, ja foi
encontrado em outros trabalhos onde p21 e PCNA sdo modulados no mesmo

sentido.(57-59) Tem sido sugerido que em algumas situagdes a downregulation do
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p21 coincide com menor expressao de ciclina e menor expressdao de PCNA, o que
pode ter acontecido no nosso modelo.

Ja foi demonstrado anteriormente que a manutencao dos niveis
de oxido nitrico (NO) no tecido renal, avaliada pela expressao dos genes ou de
proteinas do grupo das NO sintetases, esta associada a prote¢dao renal.(60) Os
animais nefrectomizados apresentaram uma reducao da expressao tecidual da eNOS
sintetase que foi parcialmente revertida pela infusdao de células, resultando em um
menor dano tecidual.

Em resumo, os nossos resultados demonstraram que a infusao
de células Lin'atenuou o dano renal produzido pela nefrectomia 5/6, o que se
manifestou por reducao da proteinuria, do indice de esclerose glomerular e da area
intersticial relativa. Esse efeito foi acompanhado por uma diminui¢ao do infiltrado de
células inflamatorias e da expressio de VEGF e p2l, sugerindo um papel
imunomodulador dessas células nesse modelo de DRC. Adicionalmente, foi
verificado que os animais que receberam as células apresentavam uma maior

expressao da eNOS.
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Os animais Fischer 344 submetidos a ablag¢ao renal subtotal desenvolveram
proteindria, hipertensao, anemia, redu¢do do clearance de inulina e alteragdes
histoldgicas compativeis com doenca renal cronica.

A infusdo de células linhagem negativa de medula 6ssea atenuou todos os
marcadores de injuria renal, com uma importante reducao da infiltragao
tecidual por linfécitos e macrofagos sugerindo um efeito imunomodulador
dessas células.

Foi observada uma redugdo da expressao do p21 ¢ do VEGF ambos ja
relacionados com a aceleracao da progressao da doenga renal .
Adicionalmente, a infusdo de cé€lulas Lin resultou em maior expressao da
proteina eNOS que pode ter contribuido para o retardo da progressao da lesao

renal.
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Dados de proteindria em mg/24 horas:

Sham NX NXSCl1 NXSC3
Rato 1 5,57 9,97 9,25 5,93
Rato 2 8,15 11,40 11,70 5,78
Rato 3 3,32 11,35 3,25 13,10
Rato 4 5,40 12,68 8,28 8,92
Rato 5 3,05 11,67 11,88 8,84
Rato 6 2,19 12,29 7,30 7,19
Rato 7 3,60 15,20 5,79 6,70
Rato 8 4,17 11,76 6,78
Rato 9 7,33
Rato 10 15,77

MédiatEPM  4,43+0,67  12,04+0,53*°  8,74+1,13°  8,109+0,96"

a p<0,001 versus sham, b p<0,05 versus NXSCI e NXSC3, c¢ p<0,01 versus sham, d p<0,05 versus sham

Dados de pressado arterial em mmHg:

Sham NX NXSCI NXSC3

Rato 1 120 100 125 100
Rato 2 120 140 165 145
Rato 3 110 155 145 125
Rato 4 110 170 130 145
Rato 5 110 115 120 110
Rato 6 115 150 155 155
Rato 7 130 160 145 160
Rato 8 115 155 155 155
Rato 9 100 160 145 160
Rato 10 120 155

Média+tEPM  115,0£2,58%  145,0+£7,68  144,0+4,64  139,4+7,47

0Lp < 0,01 vs. Todos os grupos



Clearance de inulina:
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Sham NX NXSC1 NXSC3

R1 0,57 0,46 0,28 0,34

R2 0,75 0,43 0,63 0,31

R3 0,67 0,23 0,20 0,28

R4 0,86 0,29 0,45 0,35

RS 0,75 0,33 0,42 0,31

R6 0,65 0,34 0,19 0,57

R7 0,59 0,34 0,46 0,26

RS 0,32 0,35 0,19

R9 0,25 0,19

MédiatEPM  0,69+0,04% 0,33+0,02 0,35+0,05 0,33+0,04

0. p<0,001 versus todos os grupos

Aldosterona:

Sham NX NXSC1 NXSC3

R1 11,4 83,0 152,0 204,0
R2 10,6 126,0 183,0 106,0
R3 6,5 86,0 58,0 98,0
R4 7,6 50,0 43,0 60,0
RS 7,3 79,0 106,0 77,0
R6 8,0 162,0 69,0 79,0
R7 7,0 130,0 142,0 105,0
R8 7,8 89,0

MédiatEPM  8,3+0,62%  102,3£14,48 105,3£17,56  104,1+17,82

o p<0,001 versus todos os grupos



Hematécrito:
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Sham NX NXSC1 NXSC3

R1 51 43 40 43
R2 51 40 36 43
R3 48 33 49 50
R4 49 41 49 50
R5 51 40 54 54
R6 56 49 52 55
R7 53 53 49 53
RS 52 50

Média+tEPM 51,38+0,86  42,714+2,48"  47,38+2,17  49,71£1,87

a p<0,05 versus Sham e NXSC3

IEG:

Sham NX NXSC1 NXSC3

R1 4,00 104,00 82,00 42,00
R2 6,00 96,00 158,00 40,00
R3 2,00 234,00 52,00 70,00
R4 2,00 248,00 42,000 164,00
R5 0,00 178,00 24,00 30,00
R6 2,00 60,00 26,00 66,00
R7 2,00 76,00 62,00 48,00
RS 12,00 94,00

MédiatEPM 3,63 + 0,86 125,60+ 15,76 61,50 £1148 62,93 £11,24

*p<0,001 vs all groups,

p

p < 0,001 vs Sham e A p < 0,01 vs Sham
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Area intersticial relativa:

Sham NX NXSCl1 NXSC3
R1 8,87 19,54 11,67 12,03
R2 6,29 19,62 8,81 8,18
R3 6,810 13,80 12,64 11,19
R4 6,75 14,22 11,09 13,44
RS 8,04 15,47 12,67 11,80

Média+tEPM  7,35+0,48 16,53 +1,27* 11,38+0,70" 11,33 +0,87"

“ p<0,001 vs Sham e NXSC1, P p<0,05 vs Sham e * p < 0,01 vs Sham e NX

ED1 (macrdfagos) em glomérulos:

Sham NX NXSCl1 NXSC3
R1 0,07 4,90 4,47 4,87
R2 0,13 4,10 3,90 9,10
R3 0,10 19,30 4,96 3,43
R4 0,00 24,67 5,80 3,57
R5 0,07 8,670 3,67 8,01
R6 0,07 12,470 2,00 0,77
R7 0,13 7,70 2,73

Média+tEPM 0,08 £0,02 12,35+335*"  464+0,68 4,64+1,11

B

%p < 0,001 vs. Sham; "p < 0,01 vs. NXSC1 and NXSC3



ED1 (macrdéfagos) em intersticio:

Sham NX NXSCl1 NXSC3
R1 0,06 0,80 0,680 0,12
R2 0,12 0,24 0,34 0,20
R3 0,18 1,16 0,20 0,28
R4 0,14 0,92 0,12 0,50
RS 0,08 1,16 0,10 0,26
R6 0,12 0,80 0,08 0,22
R7 0,03 1,06 0,38

MédiatEPM 0,11 +£0,01 0,84 £0,14*®F  037+0,14 0,28 +0,05

B

%p < 0,001 vs. Sham; "'p < 0,05 vs. NXSC1 and NXSC3

CD3 (Linfécitos):

Sham NX NXSC1 NXSC3

R1 3,10 1,80 2,60 3,46
R2 2,40 7,30 2,90 2,60
R3 1,70 8,20 3,10 4,50
R4 3,30 2,90 4,10 3,16
RS 1,50 7,70 3,80 3,86
R6 2,90 5,50 1,90 6,03
R7 2,90 6,70

MédiatEPM 254+ 026 5,73+0,94%P  3,07+0,33 3,94+ 0,49

B

“p < 0,01 vs. Sham; "p < 0,05 vs. NXSC1 and NXSC3



PCNA:

Sham NX NXSCl1 NXSC3
R1 1,47 69,23 20,53 0,87
R2 1,13 18,73 10,76 3,03
R3 0,87 43,70 2,96 3,53
R4 1,07 40,30 5,27 1,93
RS 2,43 14,23 15,72 5,13
R6 1,6 35,66 3,25 1,64
R7 1,5 2,54

MédiatEPM  1,444+0,19 36,98 £8,06° 9,75+2,95 2,67+0,53

ap < 0,001 vs. todos os grupos

MCP1:
Sham NX NXSC1 NXSC3
R1 99 165 120 120
R2 100 150 110 125
R3 95 154 135 130
R4 100 160 126 98
R5 160 137 123
R6 157 112 124

MédiatEPM  985+1,2 158 +2,1% 123+4,6F 120+4,6

p

0‘p < 0,001 vs. todos os grupos; 'p < 0,01 vs. Sham



VEGF:
Sham NX NXSCl NXSC3

R1 106,7 152,0 127,0 123,0
R2 95,5 158,0 125,0 122,0
R3 101,0 166,0 135,0 131,0
R4 98,0 198,0 132,0 125,0
R5 150,0 136,0 119,0
R6 165,0 129,0 107,0

MédiatEPM  100,3+2,4 1648+7,2* 123+1,8® 120+3,3"

0‘p < 0,001 vs. todos os grupos;

p

p < 0,001 vs. Sham; Ap < 0,01 vs. Sham

p21:
Sham NX NXSC1 NXSC3
R1 100 160 150 140
R2 98 150 130 110
R3 100 150 140 130
R4 99 150 130 110
R5 130 120 110
R6 110 150
MédiatEPM  99+0,5 148 +5,0%"P 130+6,0° 125+7.2%

ap < 0,001 vs. Sham;

p

p < 0,05 vs. NXSC1 and NXSC3; “p < 0,01 vs. Sham

86



Area glomerular:

87

Sham NX NXSC1 NXSC3
R1 10848 19541 14832 16180
R2 11510 18786 15081 13521
R3 12372 11819 14437 15315
R4 11427 13882 16166 16541
RS 11172 12387 14825 12239
R6 14079 16295 15630 19749
R7 12090 14405 14567 15700
Médiat EPM 11930 +409 15300+ 1140 15080+ 233 15610 + 902
% < 0,05 vs. NX e NXSC3; Pp < 0,01 vs. NXSC1.
eNOS:
Sham NX NXSC1 NXSC3
R1 98.0 40,5 73,0 87,0
R2 102,0 46,00 81,0 85,0
R3 46,00 80,0 81,0
MédiaxtEPM 100,0+ 2,0 442+1,8 ° 78,0 = 2,5[3 84,3 +£1,8 A

p

OLp < 0,001 vs. todos os grupos

p < 0,001 vs. Sham; Ap < 0,01 vs. Sham



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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