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RESUMO

O sistema Fas-FasL está envolvido no desenvolvimento de doenças auto-imunes. Cepas 

mutantes de Fas (lpr) e FasL (gld) apresentam um acúmulo importante de linfócitos T 

(CD4-/CD8-/B220+) nos linfonodos causando uma linfadenopatia generalizada e 

produção de altos títulos de anticorpos autoreativos e lesão renal variável, sendo 

considerado como um modelo animal de lúpus eritematoso sistêmico. O objetivo do 

presente estudo foi caracterizar morfológicamente o grau de lesão renal apresentado por 

animais Balb/C gld e avaliar o papel do transplante de células mononucleares da medula 

óssea na atenuação da lesão glomerular desses animais. Animais Balb/C gld 

apresentaram a partir de 3 mês de idade uma glomerulonefrite por complexo imune, 

proliferativa progressiva com deposição de imunoglobulinas e C3. Esta lesão é mais 

proeminente em fêmeas. Animais Balb/C gld de 5 meses de idade foram injetados com 

células mononucleares da medula óssea (1x106) via veia da cauda (200 µL). O sacrifício 

foi realizado após um mês, e os rins foram avaliados morfológicamente para 

determinação da lesão glomerular (celularidade e expansão mesangial) e detecção de 

complexos imunes (IgG, IgM, IgA e C3) por imunofluorescência direta. A proteinúria/24 

horas foi analisada pelo método colorimétrico.  Após a terapia celular verificou-se 

diminuição significativa da proteinúria (p<0,05) nos animais tratados (1.10±0.29 vs 

1.64±0.28 g/L). Morfológicamente se observou uma melhora significativa da lesão 

glomerular (celularidade e expansão mesangial) com atenuação da deposição dos 

complexos imunes porém sem modificação significativa do nível sérico de anti-DNA e 

anti-histona (IgG e IgM). Estes resultados sugerem que células mononucleares de 

medula óssea foram capazes de atenuar as lesões renais, provavelmente pela 

modulação da reação imune induzida pelo aporte de células da medula óssea. 
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ABSTRACT 

The system Fas-FasL is involved in the development of autoimmune diseases. Mutant 

cepas of Fas (lpr) and FasL (gld) present a significant accumulation of T-lymphocytes 

CD4- /CD8-/B220+) at the lymph nodes causing a generalized lymphadenopathy and the 

production of high titles of self reactive antibodies and variable kidney damage, and is 

considered a animal model of systemic lupus erythematosus. The purpose of this study 

was to morphologically characterize the degree of kidney damage shown by Balb/C gld 

animals, and to evaluate the role of transplantation of bone marrow mononuclear cells in 

mitigating glomerular injury of those animals. Balb/C animals gld presented since 3 

months of age a glomerulonephritis caused by complex immune, progressive proliferative 

with deposition of immunoglobulins and C3. This injury was more prominent in females. 

Balb/C gld animals, aged 5 months, were injected with bone marrow mononuclear cells 

(1x106) via tail vein (200µL). The sacrifice was carried out after one month, and the 

kidneys were morphologically evaluated to determine the glomerular injury (cellularity and 

mesangial expansion), and detection of immune complexes (IgG, IgM, IgA, and C3) by 

direct immunofluorescence. The 24-hour proteinury was analysed by colorimetric 

method. After cellular therapy it was verified significant decrease in proteinury (p <0.05) 

in the treated animals (1.10 ± 0.29 vs. 1.64 ± 0.28 g/L). Morphologically it was observed a 

significant improvement in glomerular injury (cellularity and mesangial expansion) with 

attenuation of the immune complexes deposition but without significant change in the 

level of both anti-DNA serum and anti-histona serum (IgG and IgM). These results 

suggest that bone marrow mononuclear cells were able to mitigate the renal lesions, 

probably by modulation of the immune reaction induced by the intake of cells in the bone 

marrow. 
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1. INTRODUÇÃO 

A proteína Fas Ligante ou FasL (CD 95L) é uma proteína transmembranar 

do tipo II de 40kDa que pertence a família do fator de necrose tumoral (TNF) 

(SUDA e NAGATA, 1994). Como os outros membros desta família, o FasL é uma 

molécula homotrimérica, e sendo assim, cada FasL liga-se a três moléculas Fas. 

Devido à propensão dos domínios de morte se associarem uns aos outros, a 

ligação da proteína Fas, receptor do FasL, também denominada de APO-1 ou 

CD95, à molécula trimérica FasL leva ao agrupamento dos domínios de morte 

intracitoplasmáticos.  FasL tem uma distribuição restrita nos órgãos estando 

presente em órgãos linfóides e algumas células de sítios de privilégio imune, onde 

FasL é expressa constitutivamente (LEE e FERGUSON, 2003). FasL induz morte 

celular por apoptose em células que expressam Fas (SUDA e cols., 1993), sendo 

que a via da apoptose mediada por FasL tem sido implicada na tolerância 

imunológica, lesão tecidual e manutenção dos sítios de privilégio imune (LYNCH e 

cols., 1993; LEE e FERGUSON, 1993; SABELKO-DOWNES e RUSSELL, 2000).  

O papel pró-apoptótico do sistema Fas-FasL, também denominado de 

CD95/CD95L em células T, foi postulado baseado nas observações do 

desenvolvimento de doenças auto-imunes em 3 cepas de camundongos com 

mutações neste sistema (BIDERE e cols., 2006). Estes animais mutantes 

apresentam um acúmulo importante de linfócitos (primariamente células T CD4-

/CD8-/B220+) e produção de altos títulos de anticorpos autoreativos, dentre outras 

alterações. A mutação gênica no camundongo lpr (do inglês lymphoproliferation) 

leva a uma expressão defeituosa de Fas. O animal gld (do inglês generalized 

lymphoproliferative disorder) expressa uma forma mutante de Fas-L e a terceira 
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cepa mutante, a lpr-símile (lpr cg), exibe uma mutação pontual no domínio de 

morte do Fas que impede o recrutamento do FADD, a clivagem consecutiva de 

caspase-8 e a sinalização para apoptose (PETER e cols., 2007). 

Camundongos homozigotos para o gene lpr ou gld apresentam 

espontaneamente uma doença autoimune sistêmica semelhante ao Lúpus 

Eritematoso Sistêmico (LES) humano, caracterizado pela produção de 

autoanticorpos, anti-DNA e fator reumatóide, hipergamaglobulinemia e deposição 

de complexos imunes nos glomérulos (COHEN e EISENBERG, 1991). Estes 

animais morrem geralmente no quinto mês de vida. As mutações lpr e gld não são 

alélicas e estão localizadas nos cromossomos 19  (ROTHS e cols., 1984; 

WATANABE e cols., 1991). A mutação gld originou-se em uma cepa inbred de 

camundongo C3H/HeJ (ROTHS e cols., 1984). Estes animais desenvolvem nos 

primeiros 3 a 5 meses de vida linfadenomegalia generalizada e esplenomegalia 

leve concomitantemente com hipergamaglobulinemia e altos níveis de IgG2a e de 

anti-DNA de dupla fita. Além disso, desenvolvem uma lesão renal pouco 

caracterizada mas com deposição de imunoglobulinas à semelhança do LES, mas 

com pouca manifestação clínica (COHEN e EISENBERG, 1991). 

O LES é uma doença auto-imune com manifestações clínicas diversas e 

extremamente variáveis associada com envolvimento mucocutâneo, articular, 

renal, cardiovascular, gastrointestinal, hepático, pulmonar, hematológico, órgãos 

linfóides secundários e do sistema nervoso central (FIEHN e cols., 2003). A 

patogenia das manifestações clínicas se deve, em grande parte, à produção 

contínua de auto-anticorpos, sendo que são detectados no soro dos pacientes 

auto-anticorpos extremamente variados. Anticorpos dirigidos contra componentes 

nucleares são os principais auto-anticorpos, incluindo anticorpos contra DNA, 
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RNA, histonas e proteínas não histonas. Existem, ainda, anticorpos contra uma 

variedade de proteínas séricas, proteínas da matriz extracelular e antígenos 

celulares particularmente os de origem hematopoética. A agressão tecidual está 

associada à formação de complexos imunes constituídos por auto-antígenos e 

auto-anticorpos o que leva à ativação do complemento pela via clássica gerando 

mediadores inflamatórios e lesão tecidual (OATES e GILKESON, 2022; TANG, 

LUI, LAI, 2005; RIEMEKASTEN e HAHN, 2005). Entretanto, a etiopatogenia do 

LES continua pouco elucidada apesar da extensa gama de conhecimentos 

disponíveis, o que levou ao reconhecimento de que a doença é multifatorial e que 

ambos, tanto fatores genéticos quanto ambientais, têm um papel crucial na sua 

patogênese.  

Sabe-se que não existe um gene único envolvido na patogênese do LES e 

que a susceptibilidade envolve um certo número de genes e alelos em loci 

múltiplos, ainda não estando precisamente identificados os genes que controlam a 

susceptibilidade para o LES (SHIRAI & HIROSE, 2006).   

O envolvimento de fatores ambientais adiciona ainda maior complexidade 

`a doença. Sabe-se que a luz solar, frequentemente, causa o aparecimento de 

sintomas do LES, assim como infecções, stress emocional e que alguns fármacos 

causam uma doença semelhante ao LES. O metabolismo dos hormônios sexuais 

também explica pelo menos um dos mecanismos para a predominância do LES 

em mulheres. Certos fatores ambientais também podem alterar qualquer estágio 

da maturação de linfócitos autoreativos levando à desregulação do processo 

imunológico. Acredita-se que os fatores ambientais gerem a doença somente em 

indivíduos com uma gama particular de genes de susceptibilidade. Entretanto 
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ainda não está esclarecido como estes fatores ambientais interagem com os 

genes de susceptibilidade (SHIRAI e HIROSE, 2006).  

A quebra da autotolerância é um dos defeitos imunológicos básicos  do 

LES.  A deleção central e periférica dos linfócitos autoreativos é um dos principais 

mecanismos que determinam a autotolerância e a imunidade inata na proteção 

contra autoimunidade.  A primeira evidência da existência de um defeito da 

sinalização da apoptose no LES adveio do conhecimento de modelos murinos de 

LES. Animais nocauteados para o gene da DNAse I (NAPIREI e cols., 2000), C1q 

(BOTTO M e cols., 1998) ou o componente P amiloide  sérico (BICKERSTAFF e 

cols., 1999) apresentam os sintomas clássicos de LES incluindo a presença de 

anticorpos anti-nucleares e nefrite por complexo imune. Tanto a DNAse I quanto 

as moléculas C1q e proteína amiloide P sérica estão envolvidas com o clearance 

de material apoptótico o que levou a suposição de que no lúpus há defeito tanto 

da apoptose quanto do mecanismo de clearance dos corpos apoptóticos (GAIPL e 

cols.,2005).  

O envolvimento renal no LES é um protótipo de doença auto-imune. A 

nefrite lúpica é uma das maiores causas da morbidade e mortalidade no LES. Ela 

é altamente pleomórfica com respeito à expressão clínica e morfológica.  As 

manifestações clínicas podem ocorrer durante qualquer fase da evolução da 

doença representadas desde micro-hematúria e proteinúria leves e assintomáticas 

até uma forma rapidamente progressiva de insuficiência renal (D´AGATI, 2007). 

Morfologicamente a nefrite lúpica pode se manifestar como uma pequena 

deposição de complexos imunes no mesângio (classe II), uma glomerulonefrite 

proliferativa (classes III e IV), uma glomerulonefrite membranosa (classe V), ou 

mesmo se apresentar com aspecto misto (membranosa e proliferativa). Como o 
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tratamento da nefrite lúpica depende do tipo histológico, diversas classificações 

têm sido empregadas, sendo a mais recente a da Sociedade Internacional de 

Nefrologia e a da Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS). Embora existam 

vários protocolos terapêuticos para as diversas classes de nefrite lúpica, para as 

classes III a V que geralmente cursam com hematúria e proteinúria por vezes 

maciça (acima de 2 g /24 horas), tem sido utilizado terapia imunossupresssiva 

com pulsoterapia (FIGURA 1). 

 

 

FIGURA 1 - Esquema terapêutico proposto por Ponticelli para o tratamento da 
nefrite lúpica com grave envolvimento renal na apresentação ou com remissões. 
Modificado de Ponticelli. C. New therapies for lúpus nephritis. Clin J Am Soc 
Nephrol, 2006;1: 863-868.  
 

 Apesar de, nos últimos anos, ter havido uma melhora no prognóstico de 

pacientes com nefrite lúpica com sobrevida de 5 anos; em 50% dos pacientes na 

década de 50 (MERRELL e  SHULMAN, 1955) e de 94% em 1994 (NOSSENT, 
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1999), aproximadamente 10 a 70% dos pacientes evolui para a doença renal 

terminal, necessitando de terapia substitutiva (diálise) ou transplante renal após 5 

anos de sobrevida (GRUPPO ITALIANO PER LO STUDIO DELLA NEFRITE 

LUPICA - GISNEL-, 1992; DONADIO e cols., 1995 ; CONLON e cols., 1996; BAQI 

e cols., 1996; DOOLEY e cols., 1997; BONO e cols., 1999). A melhora do quadro 

clínico tem sido atribuída a inúmeros fatores incluindo a melhora no manejo dos 

imunossupressores, tratamento mais eficaz da doença cardiovascular e 

hipertensão e maior acesso à diálise e ao transplante renal (MACGOWAN, 1992). 

Entretanto, a mortalidade é de 1% ao ano considerando-se todos os pacientes 

com LES. Pacientes de alto riso apresentam mortalidade de 20% no primeiro ano, 

de 35% nos primeiros cinco anos e de 45% no décimo ano. Consideram-se 

pacientes de alto risco para complicações letais aqueles que apresentam doença 

renal, hipertensão, envolvimento pulmonar, anemia, trombocitopenia e anticorpos 

anti-fosfolipídeos ou doença com alto índice de atividade apesar da terapia 

(FRAENKEL, 1994; EISDALE, 1994; WARD, PYN, STUDENSKI, 1995; UROWITZ 

e cols., 1997).  Para estes casos foi recomendado no Primeiro Simpósio 

Internacional de Terapia de Células Tronco Hematopoéicas em Doenças Auto-

Imunes o uso de transplante de medula óssea (TYNDALL e GRATWOHL, 1997). 

A possibilidade de uso de células da medula óssea para os casos 

refratários/recorrentes (intratáveis) de LES já havia sido aventado desde 1993 

(MARMONT, 1993). Desde então, ensaios clínicos com ou sem mieloablação 

associados a transplante autólogos de medula óssea, demonstraram a eficácia do 

uso da medula óssea no LES (TRAYNOR e BURT, 1999; TRAYNOR e cols., 

2000; BRUNNER e cols., 2002; TRAYNOR e cols., 2002; STATKUTE e cols., 

2005; BURT e cols., 2006). Apesar destes resultados terem sido obtidos em 
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ensaios clínicos com poucos pacientes (50 pacientes e seguimento clínico com 

média de 15 - 29 meses) foi observada remissão da doença pelo menos até o final 

do seguimento   (STATKUTE e cols., 2005; BURT e cols., 2006). Para a doença 

renal, os exames laboratoriais mostraram estabilização. (BURT e cols., 2006) e 

melhora significativa dos testes imunológicos (STATKUTE e cols., 2005; BURT e 

cols., 2006). Já estão em andamento ensaios clínicos (fase III) para o tratamento 

do LES com transplante de medula óssea. Porém pouco ainda é conhecido acerca 

dos parâmetros morfológicos que são revertidos na nefrite lúpica com o 

transplante de medula óssea.  

Tanto o camundongo gld que  apresenta mutação de FasL, com fenótipo 

semelhante ao animal lpr, que apresenta mutação de Fas, desenvolvem doença 

autoimune com linfadenopatia generalizada, produção de autoanticorpos e lesão 

renal por complexo imune semelhante à nefrite lúpica humana. Os animais gld 

ainda são pouco caracterizados do ponto de vista morfológico, tendo sido 

verificado até o momento alterações do sistema imune, principalmente em animais 

com background genético C57/B6 e C3H. Nos animais com background Balb/C a 

lesão renal ainda não foi caracterizada. Este trabalho teve como objetivo 

caracterizar  a glomerulonefrite do animal gld e verificar o efeito do transplante de 

células mononucleares obtidas da medula óssea na evolução da lesão renal. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Histologia do Rim 

O sistema urinário consiste de um par de rins, um par de ureteres, uma 

bexiga urinária e uma uretra. Macroscópicamente o rim possui uma córtex externa 

e uma região medular interna sendo que a medula é formada por massas cônicas, 

as pirâmides medulares, cujas bases se localizam na borda corticomedular. A 

pirâmide medular, junto com a região cortical adjacente, constitui um lobo renal. A 

região periférica de cada lobo renal são as colunas renais (de Bertin), estruturas 

residuais que representam a fusão de lobos primitivos dentro do blastema 

metanéfrico. O ápice de cada lobo renal termina em uma papila envolta por um 

cálice menor. Cada cálice menor coleta urina de uma papila. Os cálices menores 

convergem para formar os cálices maiores que, por sua vez, formam a pelve 

(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999). 

Cada rim possui 1,3 milhões de túbulos uriníferos envoltos por um estroma 

contendo tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguíneos, vasos linfáticos e nervos. 

Cada túbulo urinífero consiste de dois segmentos embriologicamente distintos que 

são: o néfron e o duto coletor. O néfron consiste de dois componentes, o 

corpúsculo renal e um túbulo renal longo, formado pelas seguintes regiões: o 

túbulo contorcido proximal, alça de Henle e túbulo contorcido distal, que se 

esvazia no túbulo coletor. 

O corpúsculo renal, ou corpúsculo de Malpighi consiste da cápsula de 

Bowman que reveste um tufo capilar, o glomérulo. A cápsula renal possui duas 

camadas, o folheto visceral e o folheto parietal, associado ao tecido conjuntivo do 

estroma. O folheto visceral é revestido por células epiteliais chamadas podócitos, 

reforçado por uma lâmina basal. Já o folheto parietal, é revestido por uma lâmina 
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basal que suporta um epitélio pavimentoso simples e é contínuo com epitélio 

cúbico simples do túbulo contorcido proximal. 

 O espaço urinário (espaço de Bowman) recebe o ultrafiltrado do plasma 

(urina primária) e está contido entre o folheto visceral e o parietal da cápsula. O 

ultrafiltrado do plasma contém traços de proteínas. O espaço urinário se continua 

com o lúmen do túbulo contorcido proximal no domínio urinário, passagem 

através da qual o ultrafiltrado do plasma flui para o túbulo contorcido proximal. O 

domínio oposto, o local de entrada e saída das arterríolas glomerulares aferente e 

eferente, é chamado de pólo vascular. 

 O glomérulo consiste de três componentes, que são, os capilares 

glomerulares, revestidos pelas células endoteliais fenestradas. O mesângio, 

formado pelas céluals mesangiais imersas em uma matriz mesangial e os 

podócitos, constituintes do folheto visceral da cápsula de Bowman.  

 Os podócitos possuem processos celulares ramificados e longos que 

envolvem completamente a superfície do capilar glomerular. Os podócitos e as 

células endoteliais fenestradas e suas lâminas basais correspondentes 

constituem a barreira de filtração glomerular. A lâmina basal das células 

endoteliais, intimamente associadas com a lâmina basal produzida pelos 

podócitos, contém colágeno do tipo IV, fibronectina, laminina e heparansulfato 

como proteínas maiores.  

 O mesângio é uma estrutura intraglomerular interposta entre os capilares 

glomerulares, constituido de dois componentes: as células mesangiais e a matriz 

mesangial. As células mesangiais que se agregam fora do glomérulo (células 

masangiais extraglomerulares) no espaço limitado pela mácula densa e pelas 

arteríolas aferentes e eferentes. Elas são denominadas de pericitos 
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especializados, com caracteristicas de células musculares lisas e de macrófagos. 

As células mesangiais são contráteis, fagocíticas, capazes de proliferação, 

sintetizam elementos da matriz extracelular e secretam substâncias 

biologicamente ativas (prostaglandinas e endotelinas).  Participam indiretamnte do 

processo de filtração glomerular. A membrana de filtração glomerular não envolve 

completamente os capilares. Imunoglobulinas e moléculas complementares, 

incapazes de atravessar a barreira de filtração, podem entrar na matriz mesangial. 

O acúmulo de complexos de imunoglubulinas na matriz induz a produção de 

citocinas pelas células mesangiais, que desencadeiam uma resposta imune 

levando a uma oclusão eventual do glomérulo (KIERSZENBAUM, 2004) (FIGURA 

2 e 3). 

 

 

Células mesangiais 

Células endoteliais 
fenestradas Podócitos 

Membrana basal 
glomerular 

FIGURA 2 – Esquema do corpúsculo renal. Retirado de Sugimoto H. e cols. 
Bone-marrow-derived stem cells repair basement membrane collagen defects and 
reverse genetic kidney disease. PNAS, 2006; 103: 7321-7326. 
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FIGURA 3 – Componentes do corpúsculo renal observados pela microscopia de 
luz e microscopia eletrônica. Retirado de Kierszenbaum. Histologia e biologia 
celular. Elsevier, 2004; 396-3967. 
 
2.2 Autoimunidade e auto-tolerância 

Todos os indivíduos são tolerantes para suas próprias substâncias 

potencialmente antigênicas sendo que a falha da auto-tolerância é a causa 

fundamental da autoimunidade. A auto-tolerância pode ser induzida nos órgãos 

linfóides primários como conseqüência de uma reação de linfócitos imaturos que 

reconhecem os antígenos próprios e é denominada de tolerância central. Já nos 

sítios periféricos, essa indução pode ocorrer como conseqüência de uma reação 
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de linfócitos maduros que encontram antígenos próprios em condições especiais, 

denominada de tolerância periférica. A tolerância central assegura que o repertório 

de linfócitos maduros não reconheça antígenos próprios amplamente 

disseminados nos órgãos linfóides primários. É o mecanismo responsável pela 

eliminação de linfócitos auto-reativos do repertório de linfócitos maduros. Tais 

linfócitos auto-reativos poderiam causar auto-reatividade através da discriminação 

do próprio como não-próprio. A tolerância aos antígenos que são específicos para 

os tecidos é mantida pelos mecanismos de tolerância periférica (ABBAS e 

LICHTMANN, 2005). 

A autoimunidade resulta de uma falha nos mecanismos normalmente 

responsáveis pela manutenção da auto-tolerância dos linfócitos B, linfócitos T ou 

ambos. A tolerância aos antígenos próprios normalmente é mantida por processos 

de seleção que impedem a maturação de alguns linfócitos específicos para 

antígenos próprios e por mecanismos que inativam ou deletam linfócitos auto-

reativos que amadurecem. A perda da tolerância pode resultar de seleção ou 

regulação anormal dos linfócitos autoreativos e por anormalidades na forma de 

apresentação dos antígenos próprios ao sistema imune (ABBAS e LICHTMANN, 

2005). Os principais fatores responsáveis pelo desenvolvimento da autoimunidade 

são a susceptibilidade genética e os desencadeantes ambientais como as 

infecções. Como a maioria das doenças autoimunes é poligênica, os indivíduos 

afetados herdam múltiplos polimorfismos genéticos que contribuem para a 

susceptibilidade à doença (RIOUX e ABBAS, 2005) (FIGURA 4).  



13 

 

FIGURA 4. Modelo da patogênese das doenças autoimunes. (a) Alteração em um 
único gene. (b)  Doença poligênica. Modificado de Rioux & Abbas. Paths to 
understanding the genetic basis of autoimmune disease. Nature, 2005; Jun 2: 
584-589. 
 

Os principais mecanismos de tolerância de linfócitos são a indução de 

morte celular por apoptose denominada de eliminação clonal (deleção); a 

inativação funcional sem a morte celular denominada de anergia e a supressão da 

ativação e função efetora dos linfócitos por linfócitos regulatórios. A tolerância 

central é obtida principalmente através da deleção clonal enquanto que, para a 

periférica, há a contribuição dos três mecanismos (ABBAS e LICHTMANN, 2005). 
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2.3 Sistema FAS/FASL 

A proteína Fas, molécula glicosilada da superfície celular, com massa 

molecular relativa de cerca de 45 000 a 52 000 kD (335 resíduos de aminoácidos) 

pertence à superfamília do receptor de TNF/NGF. Esta superfamília de receptores 

de morte contém um domínio de morte intracelular essencial para a tradução do 

sinal apoptótico (SCHULZE-OSTHOFF e cols., 1998). Os receptores de morte são 

ativados por seus ligantes naturais pertencentes à família do TNF. São em geral 

proteínas transmembranares sendo convertidos em uma forma solúvel pela 

atividade de metaloproteases. Para o Fas-L foi verificado que tanto a forma 

solúvel quanto a forma ligada a membrana tem atividade (SUDA e cols., 1997; 

SCHNEIDER e cols., 1998 KRAMMER, 1999) e que a ligação da forma solúvel 

com a matriz extracelular aumenta sua atividade (AOKI e cols., 2001). Apesar da 

expressão de Fas ser abundante na superfície celular, as células freqüentemente 

são resistentes ao FasL, indicando que a via de sinalização intracelular pode ser 

bloqueada. A apoptose induzida pela via Fas/FasL pode ser bloqueada pela 

endocitose dos receptores, pelo FasL solúvel durante a transdução do sinal, pelas 

FLIPS (proteínas inibitórias do FLICE), no estágio efetor pela CrmA (cytokine 

response modifier A), por p35  ou por caspases inibidoras da apoptose (IAPs), 

(TSCHOPP e cols., 1998) (FIGURA 5). 
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FIGURA 5. Esquema representativo da apoptose induzida pela via Fas/FasL. 
Retirado de Lee HO e cols. Biology of FasL. Cytokine & Growth Factor Rev, 2003; 
Jun-Aug;14 (3-4) 325–335. 

 

Fas é constitutivamente expressa em células T enquanto que FasL só está 

expressa nas células T ativadas. FasL é restrita a poucos tipos celulares tais como 

células T, macrófagos e células de tecidos imunologicamente privilegiados como o 

testículo e olhos. Foi proposto que Fas-L protege estes tecidos por induzir a morte 

de células T citotóxicas, Fas sensíveis, que infiltram estas zonas.  A ligação de 

FasL com Fas resulta em apoptose que é responsável pela manutenção da 

tolerância periférica e para o término de resposta imune (KRAMMER, 1999; 

KRAMMER, 2000). 

As células T maduras têm pelo menos duas vias apoptóticas (LENARDO, 

1996; VAN PARIJS e ABBAS, 1996). A primeira, que envolve o sistema Fas/FasL, 
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denominada morte induzida por ativação-AICD (activaction-induced cell death) é 

uma morte ativa, direcionada por antígenos, onde receptores de morte da 

membrana plasmática são mobilizados. A outra forma de morte celular, a morte 

passiva ou por negligência independe de Fas/FasL e ocorre ao término da 

resposta imune. Ela está relacionada à privação de estímulos de sobrevivência  

tais como fatores de crescimento ou co-estimuladores, o que provoca rápido 

aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e liberação do citocromo c 

para o citosol (VAN PARIJS e ABBAS, 1996). As duas formas de morte celular 

possuem bases moleculares distintas. A morte por negligência pode ser inibida 

por moléculas da família do Bcl-2 como Bcl-2 ou o Bcl-x. O mesmo não é 

observado em relação a AICD já que citocinas como interleucina-2 (IL-2), 

interleucina-4 (IL-4), interleucina-7 (IL-7), interleucina-13 (IL-13) e interleucina-15 

(IL-15) (AKBAR e cols.,1996; BOISE e THOMPSON, 1996; LORENZ e cols.,1997; 

SALMON e cols.,1997), e sinais co-estimulatórios, como a ligação da molécula 

CD28 em moléculas B7 (CD80 e CD86) (BOISE e cols.,1995; LAGRESLE e 

cols.,1996) permitem a manutenção da expressão destas proteínas. Por outro 

lado, à medida que o antígeno é eliminado, a disponibilidade de citocinas e de 

sinais co-estimulatórios diminuem (VAN PARIJS e ABBAS, 1996). Neste ambiente 

competitivo, poucas células conseguem escapar da morte; os linfócitos 

persistentes são aqueles componentes da população de memória imunológica 

(AKBAR e SALMON, 1997; VAN PARIJS e ABBAS, 1998). 

 O sistema Fas/FasL está envolvido no processo apoptótico que ocorre 

durante a maturação das células T.  As células precursoras de células T se 

originam na medula óssea e migram para o timo onde elas se tornam maduras e 

sofrem seleção negativa ou positiva para produzir células T positivas CD4+ ou 
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CD8+ (PALMER, 2003). A seleção negativa deleta potencialmente timócitos auto-

reativos potenciais gerando um repertório de células T periféricas autotolerantes 

(SPRENT e KISHIMOTO, 2001; STARR e cols., 2003). Durante este processo as 

células T precursoras morrem por apoptose em vários estágios de seu 

desenvolvimento. As células precursoras que expressam receptor de célula T 

(TCR) que interagem com o complexo de histocompatibilidade (MHC) próprio, 

expresso no epitélio tímico são selecionadas (seleção positiva) enquanto que 

aquelas que não podem interagir com o MHC próprio morrem por apoptose (VON 

BOEHMER, 1994). Por outro lado, as células precursoras que interagem 

fortemente com antígenos complexados ao MHC são mortas por seleção negativa 

(NOSSAL, 1994). Mais de 95% das células T precursoras que migram para o timo 

morrem neste orgão sendo que somente 5% delas emigram para a periferia como 

células T maduras (SCOLLAY  e cols., 1980; EGERTON e cols., 1990).  

O sistema Fas/FasL é também um dos responsáveis pelo início da 

apoptose nas células T periféricas. A interação do Fas com seu ligante 

desencadeia uma série de eventos intra-celulares. Os domínios de morte se 

acoplam com as proteínas adaptadoras que iniciam a ativação de caspases 

através dos domínios efetores de morte resultando em morte celular (PALMER, 

2003). No sistema imune a morte de células Fas positivas por apoptose contribui 

para as funções citolíticas efetoras e para o término das respostas imunes 

específicas através da morte celular induzida pela ativação (GREEN e SCOTT, 

1994; RUSSELL, 1995). Além disso existem evidências de que a via FAS não é o 

única via requerida para a deleção dos timócitos autoreativos embora sob 

condições com altas concentrações de antígeno, a expressão de Fas aumenta a 
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eficiência da seleção negativa (KISHIMOTO e cols., 1998; SPRANT e 

KISHIMOTO, 2002) (FIGURA 6). 

 

 

FIGURA 6 – Esquema representativo da via Fas/FasL para deleção de linfócitos. 
Retirados de Matiba B. The CD95 system and the death of a lymphocyte. 
Seminars in Immunology, 1997; 9: 59-68.   
 

A estimulação antigênica de células T cronicamente ativadas induz a 

expressão de FasL, resultando em fratricídio entre linfócitos, um importante 

mecanismo de imunoregulação, que elimina preferencialmente células T CD4+ e 

linfócitos B ativados no final da resposta imune (VAN PARIJS e ABBAS, 1996). 

Linfócitos ativados são inicialmente refratários aos efeitos da ligação Fas-FasL  e 

o aumento da susceptibilidade à indução de apoptose via Fas-FasL está 
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associada ao encontro com o antígeno, o que garante a correta expansão da 

população linfocitária no sítio  inflamatório  (BOISE e THOMPSON, 1996). 

 

2.4 Modelo animal 

Os trabalhos de BIELSCHOWSKY e colaboradores (1959) relatam a 

história natural da doença auto-imune em camundongos NZB. Estudos posteriores 

de HELYER e HOWIE (1963) demonstraram a ocorrência de uma forma de 

glomerulonefrite, semelhante a observada no LES, em prole de animais híbridos 

de NZB X NZW. Esses achados permitiram um melhor conhecimento sobre 

fatores genéticos e imunológicos envolvidos na patogênese do lúpus sistêmico 

murino (HOWIE e HELYER, 1963; MILICH e GERSHWIN, 1981). Os animais NZB 

apresentam múltiplas alterações em linfócitos T e B tendo sido identificados 

poucos loci de segregação independente que influenciam a expressão de cada 

uma das modificações (ROTHS e cols., 1984).  

Com o surgimento de cepas de camundongos apresentando 

linfoproliferação associada à mutação recessiva autossômica do gene lpr 

(MURPHY e ROTHS, 1977), do gene gld (ROTHS e cols., 1984) e o fator de 

aceleração auto-imune associado  ao cromossoma Y em camundongos BXSB/Mp 

(MURPHY e ROTH, 1979) foi possível estudar o efeito de genes únicos nas 

doenças auto-imunes.  

Os genes lpr (de linfoproliferação) e gld (de doença linfoproliferativa 

generalizada) são mutações autossômicas recessivas, espontâneas, dos genes 

de Fas ou do FasL, respectivamente. Nestes animais há a indução da produção 

de auto-anticorpos e linfadenopatia devido ao acúmulo de células T duplo 

negativas CD4-/CD8- em várias cepas de camundongos. Estas mutações também 
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causam várias doenças auto-imunes em combinação com certos background 

genes. A doença mais grave ocorre no camundongo da cepa MRL que  

desenvolvem auto-anticorpos anti-DNA e nefrite auto-imune mesmo sem a 

presença de mutação em lpr (ROTHS e cols., 1984). Camundongos MRL-lpr/lpr 

exibem altos níveis de auto-anticorpos incluindo anti-DNA, anti-Sm, fator 

reumatóide, nefrite auto-imune, vasculite e artrite, sendo que metade dos animais 

morrem em torno do 5º mês de vida. O início da doença auto-imune apresenta-se 

de maneira acelerada nestes animais e há o aparecimento do fenótipo de 

linfoproliferação (KELLEY e ROTHS, 1985).  Na periferia as células T maduras 

também sofrem seleção: aquelas que reconhecem antígenos próprios são 

inicialmente ativadas e morrem por apoptose (deleção clonal periférica) (WEBB e 

cols., 1990). 

 A mutação gld surgiu na cepa inbred de camundongos C3H/HeJ (ROTHS e 

cols., 1984). O fenótipo de camundongos C3H/gld não difere dos animais C3H/lpr 

sugerindo que os dois tipos de mutações afetam as mesmas vias da diferenciação 

dos linfócitos. Entretanto, lpr e gld não são alélicos e não se complementam, de 

forma que os duplo-heterozigotos são completamente normais (SELDIN e cols., 

1988). Os aspectos clínicos do fenótipo gld reproduzem aqueles presentes nos 

animais C3H/lpr (ROTHS e cols., 1984). Os animais C3H-gld apresentam 

linfadenopatia generalizada e esplenomegalia leve nos primeiros três a cinco 

meses de vida concomitantemente com hipergamaglobulinemia e altos níveis de 

IgG2 e anticorpos anti-nucleares incluindo anticorpos anti-DNA de dupla fita. A 

anemia está presente em cerca de 50% dos animais assim como linfocitose   e 

eosinofilia. Os linfonodos têm aspecto reacional com proliferação de linfócitos, 

histiócitos, plasmócitos além de fibrose. No rim apresentam deposição mesangial 
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de imunoglobulinas sem sinais clínicos de nefrite. Apesar da intensa 

linfoproliferação os animais não desenvolvem neoplasias nem espontaneamente e 

nem após transplante (ROTHS e cols., 1984). O fenótipo das células T de animais 

gld é semelhante ao do animal lpr. A maioria das células são CD4-, CD8-, CD2-, 

IL2R-, Ly22+, Ly24+.  Estas células T apresentam vários sítios de ligação para 

lectinas normalmente vistas em células B (COHEN e EISENBERG, 1991). Sob o 

ponto de vista funcional são hipo-responsivas tanto em culturas mistas de 

linfócitos quanto no teste de proliferação direta da concanavalina A  (DAVIDSON e 

cols., 1985; YUI e cols., 1988).  No rim, além da deposição de imunoglobulinas  

ocorre infiltração linfocitária nos espaços perivasculares (ROTHS e cols., 1984).  

Até o momento existem poucos relatos sobre a patologia renal de animais 

gld com background Balb/c. ROTHS e cols. (1984) verificaram que apenas 14% 

dos animais apresentava doença renal semelhante à nefrite lúpica, sendo que em 

54% dos animais as lesões eram focais ou ausentes. A presença de complexos 

imunes, detectados por técnica de imunofluorescência direta em animais com 

idade entre 8 e 41 semanas demonstrou que, a partir da 22ª semana, ocorre 

deposição de complexos imunes no mesângio. 

 

2.5 Terapia Celular 

O uso terapêutico de células-tronco adultas para o tratamento de doenças 

crônico-degenerativas pode ser potencialmente eficaz tanto em modelos animais 

como em humanos. Até o momento, diversos trabalhos desenvolvidos em animais 

e em humanos demonstraram que células-tronco adultas obtidas na medula óssea  

são capazes de contribuir para a regeneração de vários tipos de tecidos não 

hematopoéticos como músculo esquelético (BRAZELTON e cols., 2003; 
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CAMARGO e cols., 2003), endotélio (XU, 2007; GOLLEDGE e cols., 2007), fígado 

(LAGASSE e cols., 2000), trato digestivo e respiratório (OKAMOTO e cols., 2006; 

LOEBINGER e JANES, 2007 ) rim (SUGIMOTO e cols., 2006), neurônios (MEZEY 

e cols., 2000; WEIMANN e cols., 2003)  e cardiomiócitos (TOMITA e cols, 1999; 

ORLIC e cols., 2001).  

As células-tronco adultas estão presentes na maioria dos tecidos que se 

auto-renovam como pele, trato intestinal e sistema hematopoiético. Na medula 

óssea, coabitam dois sistemas de células-tronco: as células-tronco 

hematopoéticas (HSC ou hematopoietic stem cell) e as células-tronco 

mesenquimais (MSC ou mesenchymal stem cell). Apesar das HSC estarem 

envolvidas primariamente com a formação das células sanguíneas elas 

apresentam uma grande plasticidade, podendo originar células do trato 

gastrointestinal, da pele, do fígado e do pulmão (KRAUS e cols., 2001). 

O ensaio clássico para a caracterização das HSCs de murinos mostra ser 

capaz de reconstituir, a longo prazo, todas as linhagens de células sanguíneas 

após transplante em receptores letalmente irradiados. As HSCs da medula óssea 

não expressam marcadores de superfície normalmente presentes nas células 

hematopoéticas comprometidas mas exibem altos níveis do antígeno de célula-

tronco 1 (sca-1) e KIT. Esta sub-população Lin-sca-1+KIT+, constitui 0,5% da 

medula óssea e contém um grupo de células CD34-FLT3-CD150+ com atividade 

de reconstituição a longo prazo e outra CD34+FLT3- com capacidade de auto-

renovação limitada. Existem evidências de que uma única célula-tronco, Lin- sca-

1+KIT+ é capaz de reconstituir todas as linhagens hematopoéticas (WILSON e 

TRUMP, 2006). Além disso, há uma subpopulação das HSCs com capacidade de 

reconstituição a longo prazo, capazes de promover a liberação ativa do corante de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Loebinger%20MR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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DNA Hoeschst 33342. Esta propriedade é utilizada para o seu isolamento e 

identifica uma subpopulação denominada de side population (SP) (GOODELL e 

cols., 2005). Além da medula óssea as SPCs são encontradas em muitos outros 

tecidos que contêm células-tronco tecido-específico e em diversas espécies 

animais como camundongos, porcos, macacos e humanos. Todos esses estudos 

sugerem uma íntima associação entre o fenótipo SP com a funcionalidade das 

células-tronco adultas (ASAKURA e RUDNICKI, 2002).  Quando injetadas em 

camundongos mielo-depletados este tipo celular é capaz de formar hepatócitos, 

miócitos esqueléticos e células das linhagens hematopoéticas (MOLLURA e cols., 

2003). 

As MSCs estão presentes no estroma da medula óssea, imersas na matriz 

extracelular. São células aderentes in vitro, tem aspecto fibroblastóide e são 

capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares. As MSCs são células 

pluripotentes com potencial de diferenciação em multi-linhagens (ectoderma, 

endoderma e mesoderma). Elas foram identificadas em várias espécies animais 

incluindo humanos, roedores e primatas e em tecidos extra-medulares como 

tecido adiposo, folículos pilosos, tecido subcutâneo do couro cabeludo e ligamento 

periodontal e ainda em tecidos pré-natais como placenta e cordão umbilical 

(KAMPRERA e cols., 2006). Em camundongos adultos as MSC estão presentes 

em quase todos os tecidos e órgãos tais como cérebro, baço, fígado, rim, pulmão, 

medula óssea, músculo esquelético, timo e pancreas (MEIRELLES e cols., 2006). 

A presença destas células em organismos adultos sugere que elas tenham um 

papel de reservatório para a remodelação tecidual. Alguns fatores tais como o 

fator de crescimento fibroblástico básico (FGF-b) ou o fator de crescimento 

semelhante ao fator de crescimento ligante de heparina podem, além de aumentar 
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a taxa de proliferação das MSCs, interferir com seu processo de diferenciação, ao 

mantê-las no seu estado de multipotência (KAMPRERA e cols., 2005). À 

semelhança das HSC já foi demonstrado a presença de MSC circulantes 

sugerindo que os compartimentos de tecido mesenquimal podem ser renovados 

pelas MSCs presentes no sangue periférico (ROUFOSSE e cols., 2004). Não 

existe, até o momento, marcadores específicos para as MSCs. Elas são 

reconhecidas pela ausência de marcadores de HSC, tais como CD45 e CD34, 

ausência de marcadores endoteliais (CD31 ou PECAM-1) e expressão de uma 

série de moléculas de superfície tais como CD105, CD73, CD106, CD54, CD44, 

CD90, CD29 e STRO-1. Outros marcadores como receptores de citocinas, 

moléculas envolvidas nas respostas imunes (MHC de classe I e II, CD119/ 

receptor de interferon γ) e quimiocinas podem ser expressas pelas MSCs. Baixos 

níveis de marcadores também expressos por células neurais (nestina), endoteliais 

(CD106) e epiteliais (receptor-1 do fator de crescimento epidérmico humano) 

estão também presentes nas MSCs (KAMPRERA e cols., 2006). Além da 

capacidade regenerativa, as MSCs também possuem propriedades 

imunoregulatórias: elas suprimem as reações imunológicas tanto in vitro quanto in 

vivo de forma não-MHC restrita (LE BLANC e cols., 2003; KAMPRERA e cols., 

2005).  

Em condições particulares, tais como na ausência do timo ou após 

transplante de HSCs, foi descrita a existência de interações funcionais entre 

MSCs da medula óssea e linfócitos T. Em camundongos timectomizados a maioria 

das células T aderentes ao estroma da medula óssea exibem fenótipo imaturo 

indicando que o microambiente da medula óssea cria um suporte adequado para 

o desenvolvimento das células T. Após o transplante de HSCs em humanos foi 
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verificado que as MSCs da medula óssea migram para o timo onde elas 

participam na seleção positiva de timócitos. Além disso, as MSCs derivadas da 

medula óssea de camundongos promovem a regulação negativa da resposta de 

células T virgens e de memória antígeno-específica para seu peptídeo cognato. 

Elas também induzem o aumento significativo da sobrevivência de transplantes de 

pele MHC-mismatched, reduzem a incidência de rejeição da doença do enxerto 

versus hospedeiro após transplante alogeneico de  HSCs em humanos e levam a 

melhora efetiva da encefalomielite auto-imune experimental em camundongos. 

Além disso, as MSCs podem ainda inibir a atividade de quase todas as células 

que participam da resposta immune ao suprimir as funções das células B, das 

células natural killer e a diferenciação e função de células dendríticas derivadas de 

monócitos (KAMPRERA e cols., 2006). 

Já está bem documentado que células da medula óssea contribuem para a 

manutenção e reparo dos diferentes compartimentos do rim incluindo o endotélio 

(ROOKMAAKER e cols., 2003; IKARASHI e cols., 2005; LI e cols., 2006), 

mesângio (ITO e cols., 2001; IMASAWA e cols., 2001; MASUYA e cols., 2003) e o 

compartimento túbulo-intersticial (POULSOM e cols., 2001; LIN e cols., 2002; 

MORIGI e cols., 2003; FANG e cols., 2005). Entretanto, nos diferentes 

experimentos realizados, independente do tipo celular que foi utilizado foi 

demonstrado uma baixa freqüência de incorporação tecidual das células derivadas 

da medula óssea, motivando o questionamento da plasticidade das células adultas 

da medula óssea e sua relevância fisiológica nesse sistema. Dois estudos em 

pacientes com transplante renal corroboram estes resultados. No primeiro foi 

observado que apenas 0,6 – 6,8% das células tubulares eram provenientes do 



26 

doador (POULSOM e cols., 2001) e no outro, que somente 1% dos túbulos 

apresentavam células do doador (GUPTA e cols., 2002). 

DUFFIELD e colaboradores (2005) estudaram a reparação renal no modelo 

de isquemia-reperfusão em camundongos quiméricos expressando a proteína 

verde fluorescente - GFP (green fluorescent protein) ou β-galactosidase ou o 

cromossoma Y exclusivamente em células derivadas da medula óssea. Os 

autores verificaram que células da medula óssea transplantadas neste modelo 

não contribuem diretamente para a regeneração renal. Elas teriam uma pequena 

participação na repopulação do endotélio vascular o que poderia contribuir 

indiretamente para a melhora da isquemia destes animais.  

LIN e colaboradores (2005) no modelo de isquemia- reperfusão renal, em 

camundongos transgênicos que expressam a proteína GFP. Demonstraram que 

após o transplante de células derivadas da medula óssea, realizado duas horas 

depois da agressão renal, elas começam a surgir no rim após dois dias, 

primeiramente no interstício e glomérulos e após sete dias nos túbulos, 

perfazendo neste compartimento somente cerca de 1% das células tubulares e 

portanto tendo uma pequena contribuição para a regeneração tubular (LIN, 

MORAN, IGARASHI, 2005). 

Este trabalho tem como objetivo verificar a capacidade de células 

mononucleares obtidas da medula óssea atuar no reparo da lesão renal de 

animais Balb/c gld (glomerulonefrite proliferativa), construindo duas hipóteses: 

Hipótese substantiva: há influência positiva das células da medula óssea na 

glomerulonefrite proliferativa. 

Hipótese nula: não há influência positiva das células da medula óssea na 

glomerulonefrite proliferativa. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Principal 

Este projeto tem como objetivo principal avaliar o efeito do transplante de 

células mononucleares da medula óssea sobre a evolução das lesões renais em 

camundongos Balb/c gld. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar o nível de proteinúria desenvolvido pelos animais Balbc/c gld antes  

e após a injeção de células mononucleares da medula óssea autólogas;   

 Avaliar morfológicamente a lesão renal desenvolvida pelos animais Balb/c 

gld antes e após a injeção de células mononucleares da medula óssea autólogas. 

 Avaliar semi-quantitativamente e por histomorfometria a lesão glomerular 

desenvolvida pelos animais Balb/c gld antes e após a injeção de células 

mononucleares da medula óssea autólogas. 

 Avaliar por imunofluorescência direta a deposição de imunoglobulinas A, M 

e G e a fração 3 do complemento nos rins de animais Balb/c gld após a injeção de 

células mononucleares da medula óssea autólogas. 

 Avaliar quantitativamente o nível de complexos imunes circulantes (IgM e 

IgG) em animais Balb/c gld e após a injeção de células mononucleares da medula 

óssea autóloga;  

 Avaliar quantitativamente o nível de anticorpos contra DNA de dupla fita 

(IgM e IgG) em animais Balb/c gld e após a injeção de células mononucleares da 

medula óssea autólogas; 

 Avaliar quantitativamente o nível de anticorpos anti-histona (IgM e IgG) em 

animais Balb/c gld e após a injeção de células mononucleares da medula óssea 

autóloga. 
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4. METODOLOGIA 

 Todos os procedimentos que envolveram a manipulação animal foram 

executadas de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (1991). 

 

4.1. Caracterização da Lesão renal do Animal Balb/C gld 

Os camdundongos Balb/C e Balb/C gld foram gentilmente cedidos pelo 

Instituto Oswaldo Cruz – CECAL. No estudo foram utilizados animais de ambos os 

sexos com idades de 3, 5 e 7 meses num total de 10 animais/grupo. Sob efeito de 

anestesia com quetamina (35 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg) os animais foram 

submetidos à perfusão vascular com 500 ml de salina (NaCl a 0.9%)  acrescida de 

5.000 U de heparina. A perfusão foi realizada com scalp número 23G (Med Vein) 

posicionado no ventrículo esquerdo. Após 20 minutos de perfusão os rins foram 

retirados e cortados longitudinalmente, sendo uma metade fixada em solução de 

Gendre por 4 horas e posteriormente, em formaldeído a 10% tamponado, por 12 

horas. Estas amostras foram desidratadas em soluções de etanol a 70%, 95% e 

100%; clarificadas em dois banhos de xilol e embebidas em parafina. A outra 

metade do rim foi congelada em resina OCT-Tissue TEK (Miles, CA, USA), e 

mantida na temperatura de –70ºC para ser utilizada posteriormente no ensaio de 

imunofluorescência direta, descrito abaixo. 

 

4.2. Protocolo da Experimentação 

 Camundongos Balb/c e Balb/c gld fêmeas, com idades de 5 meses, 

pesando 25-40g fornecidos pelo Biotério Central da Fundação Oswaldo Cruz 

foram mantidos no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia, em 
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condições sanitárias adequadas (sala com temperatura e umidade controladas). 

Os animais receberam ração balanceada comercial (Purina) e água ad libitum. 

Após um período de aclimatação de 2 semanas os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em 5 grupos com 4 animais cada: 

 

 

1. Animais Balb/c gld com 5 meses submetidos ao transplante de células 

mononucleares da medula óssea (MOM) – GLD MOM; 

2. Animais Balb/c gld com 5 meses que receberam somente injeção do veículo 

(PBS) – GLD PBS; 

3. Animais Balb/c gld com 5 meses que não sofreram qualquer tipo de 

tratamento – GLD; 

4. Animais Balb/c com 5 meses que receberam somente injeção do veículo 

(PBS) – Balb/c PBS; 

5. Animais Balb/c com 5 meses que não sofreram qualquer tipo de tratamento – 

Balb/c.   
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Os animais teste (GLD MOM) foram sacrificados 30 dias após a injeção das 

células mononucleares da medula óssea, quando os mesmos completavam 6 

meses de vida. Juntamente com esses animais, os grupos controle (GLD PBS, 

Balb/c PBS e Balb/c) também foram sacrificados. Antes do sacrifício foi retirado 

sangue dos animais através de punção do plexo retro orbitário. 

 

4.3 Protocolo de Obtenção e Isolamento das Células Mononucleares da 

Medula Óssea 

As células de medula óssea foram obtidas de camundongos Balb/c jovens, 

singeneicos. Para obtenção os animais foram submetidos à anestesia com 

quetamina (35 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg) por via intraperitoneal e sacrificados por 

tração medular. O fêmur e tíbia dos animais foram expostos, sendo retirada pele e 

tecido muscular; em seguida as epífises distais e proximais foram cortadas. A 

medula óssea foi obtida por “flushing” de tampão fosfato salina (PBS) pH 7,4 com 

agulha 25 X 7 (código 22g1, Becton Dickinson, USA) e dissociadas por 

homogeneização. A suspensão celular obtida foi submetida à separação por 

gradiente de Percoll ® (Pharmacia, Uppsala, Suecia) na densidade de 1,077 

g/cm3, por 25 minutos à temperatura ambiente. As frações de células 

mononucleares correspondentes ao anel formado durante a centrifugação, foram 

recolhidas. Seguiu-se então a lavagens com PBS para retirada do Percoll e 

quantificação das células mononucleares em câmara de Neubauer. Um total de 

1x106 células foram ressuspensas em 200 μL de PBS . Antes do uso, a suspensão 

celular foi levada à estufa a 37ºC por 25 minutos, aspirada em seringa de insulina 

e mantida por um período máximo de 20 min a 37ºC até sua utilização. A 
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suspensão celular ou PBS foi injetada através da veia caudal nos animais teste e 

controle, respectivamente. 

 

4.4 Proteinúria de 24 horas 

Trinta dias após a injeção de MOM ou PBS, os camundongos de todos os 

grupos experimental (Gld MOM) ou controle (Balb/c, Gld e Gld PBS e Balb/c PBS) 

foram alojados individualmente em gaiolas metabólicas para possibilitar a coleta 

de urina.   

A proteinúria foi quantificada através do método colorimétrico pelo 

Vermelho de Pirogalol (Proteinúria PP, Gold Analisa Diagnostica test, MG, Brasil). 

Todos os ensaios foram realizados segundo as instruções fornecidas pelo 

fabricante. 

 O volume urinário / 24 horas de cada animal foi medido e colocado em 

tubos de ensaio. Após agitação e incubação a 37ºC durante 10 minutos as 

amostras de urina foram analisadas quanto a presença de proteína por 

espectrofotometria (Hitachi U 1000, Ozaka, Japan) em comprimento de onda de 

600 nm.  O cálculo de concentração de proteína das amostras foi obtida através 

da seguinte fórmula: 

onde, Ct = concentração do teste; At = Absorbância do teste; Ap = Absorbância do padrão. 

Ct = At / Ap x 1000 x Vol. Urinário de 24h em litros = mg/24h de proteinas 

 

 

4.5 Obtenção e processamento das amostras de rim 

Os animais foram anestesiados com solução de quetamina 35mg/kg e 

xilazina 9mg/kg, por via intraperitoneal e submetidos à perfusão vascular com 
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500ml de salina (NaCl a 0.9%)  acrescida de 5.000 U de heparina. A perfusão foi 

realizada através de punção cardíaca em ventrículo esquerdo, por 20 minutos, 

através do uso de scalp número 23G (Med Vein). Após a perfusão os rins foram 

retirados e cortados longitudinalmente, sendo uma metade fixada em solução 

fixadora de Gendre por 4 horas e posteriormente em formaldeído a 10% 

tamponado, por 12 horas. Os rins foram desidratados em soluções de etanol 70%, 

95% e 100%; clarificados em duas mudas de xilol e embebidos em parafina (dois 

banhos de parafina). A outra metade foi congelada em resina OCT-Tissue TEK 

(Miles, USA) e mantida no congelador em temperatura de –70º C até o uso. 

 

4.6 Estudo Morfológico 

Cortes histológicos com 3 μm de espessura foram obtidos em micrótomo 

rotativo e corados pela hematoxilina-eosina (HE) e ácido periódico-reativo de 

Schiff (PAS). 

 

4.7 Estudo histomorfométrico 

Para o estudo histomorfométrico foram capturadas imagens através de 

câmara fotográfica digital Evolution VF (Media Cybernetics, Silver Spring, USA) 

acoplada a microscópio óptico Eclipse E800 (Nikon, Japan) e a um computador. 

As quantificações foram feitas nas imagens obtidas (2048 x 1536 pixels buffer) 

usando o sistema de análise de imagens IMAGE PROPLUS 4.5.1 (Media 

Cybernetics). Os seguintes parâmetros foram verificados: 

 4.7.1. Celularidade glomerular  

As imagens histológicas foram capturadas de cortes corados pelo PAS, 

usando uma lente objetiva com aumento de 40x e foram avaliados campos 
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consecutivos contendo glomérulos, num total de 15 campos por animal. Foram 

contados todos os núcleos das células existentes no tufo glomerular e divididos 

pela área do tufo glomerular. O resultado foi expresso como a média de 

células/glomérulo/animal. 

 4.7.2 Índice de expansão mesangial (densidade de superfície 

mesangial) 

As imagens histológicas foram capturadas de cortes corados pelo PAS, 

usando uma lente objetiva com aumento de 40x e foram avaliados campos 

consecutivos contendo glomérulos, num total de 15 campos por animal. Utilizamos 

um índice de área glomerular que consiste na relação área de mesângio / área do 

tufo glomerular.   

 4.7.3 Estudo semi-quantitativo do mesângio/esclerose mesangial  

O mesângio / esclerose mesangial também foi quantificado através de um 

sistema de pontuação (escore) obtido de cortes histológicos corados pelo PAS 

seguindo o seguinte critério: 0=ausência de alargamento do eixo mesangial; 

1=alargamento do eixo mesangial (até 5% do tufo glomerular); 2=alargamento de 

5% a 25% do tufo glomerular;  3=alargamento de  25% a 50% do tufo glomerular e  

4=alargamento do tufo glomerular em mais do que 50%. 

 

4.8 Imunofluorescência Direta para detecção da deposição de IgM, IgA, IgG e 

C3 

Cortes congelados das amostras de tecido renal com 3μm de espessura 

foram fixados com acetona gelada por 10 minutos e incubadas com anticorpos 

dirigidos anti-imunoglobulina G (IgG) de camundongo conjugada ao isotiocinato de 
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fluoresceína (FITC) (Sigma, Saint Louis, USA), anti-imunoglobulina M (IgM) – 

FITC (Sigma) anti-imunoglobulina A (IgA) – FITC (Sigma), C3 de camundongo 

(fração 3 do complemento) – FITC (Cappel, PA, USA) e visualizados em 

microscópio de epifluorescencência Eclipse-800 (Nikon, Japan). 

Os protocolo descrito a seguir foi utilizado para todos os anticorpos. Antes 

do início das reações, os cortes permaneceram por quinze minutos a temperatura 

ambiente sendo a seguir lavados com PBS em três repetições de dez minutos 

cada. Para bloqueio das ligações inespecíficas foi utilizado PBS-BSA a 5% por 

uma hora em câmara úmida. A seguir foi feita a incubação por uma hora dos 

anticorpos primários diluídos em PBS nas seguintes concentrações: anti–IgM 

FITC 1:60, anti-IgA FITC 1:60 e anti-IgG FITC 1:60 e anti-C3 FITC 1:100. Em 

seguida, os cortes foram lavados com PBS - Tween 0,25% em duas repetições de 

cinco minutos cada.  Logo após, foram lavados com PBS - Tween 0,25% em duas 

repetições de cinco minutos cada e a seguir em água destilada. Os cortes 

histológicos foram contracorados com Azul de Evans 0,0005% por cinco minutos e 

montados com vectashield (Vector Laboratories, CA, USA).  

Como controles negativo da reação foram utilizados cortes congelados 

incubados com soro de camundongo não imune. 

 

4.9 Dosagem de Imunoglobulinas (IgM e IgG) e anticorpos específicos (DNA 

de dupla fita e histona) 

Os soros provenientes de sangue obtido por sangria através de plexo retro 

orbitário dos animais dos diferentes grupos experimentais, foram mantidos a -

20ºC até a sua utilização. As concentrações de IgM e IgG totais foram aferidas 

utilizando teste imunoenzimático (ELISA), como classicamente descrito. 
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Resumidamente, placas de 96 poços com fundo chato (Greiner labortechnik, 

Alemanha) foram sensibilizadas com anticorpos de anti-mouse IgM ou anti-mouse 

IgG (2 μg/ml) (Southern Biotechnology, AL, USA) overnight e posteriormente 

bloqueadas com PBS + 1% gelatina (Vetec, São Paulo, Brasil) durante trinta 

minutos a 37ºC. Os soros foram diluídos em PBS + 1% gelatina + 0,1% Tween 20 

(Sigma) e incubados overnight a 4ºC. Após lavagem com PBS contendo 0,1% 

Tween 20, foram adicionados anticorpos secundários anti-mouse IgM ou anti-

mouse IgG conjugados com peroxidase (Southern Biotechnology, AL, USA) e 

incubados durante noventa minutos a 37ºC. Após nova lavagem com PBS + 0,1% 

Tween, a revelação foi feita com tampão citrato contendo 0,5 mg/ml de OPD 

(Sigma) e 10 μl/ml de H2O2 a 3% (Sigma) e parada com solução de H2SO4 2M. A 

densidade ótica foi obtida através de leitura em espectrofotômetro de placa, com 

filtro de 492 nm. As concentrações de IgM e IgG totais foram calculadas a partir 

de uma curva padrão de IgM e IgG murina, respectivamente (Caltag, CA, USA).  

Para a dosagem de anticorpos específicos, o mesmo procedimento foi usado, 

exceto pela sensibilização das placas feita com 5 μg/mL os antígenos dsDNA e  

histona purificados (Sigma). Os resultados foram expressos em valores de 

densidade ótica para diluição dos soros de 1:100. 

 

4.10 Análise estatística 

Todos os dados foram submetidos a análise estatística com auxílio do 

programa Microsoft Excel® e SigmaStat®. 

Os resultados da análise histomorfométrica dos grupos foram expressos 

sob a forma de média ± desvio padrão. Na comparação de mais que duas médias 

em uma única variável categórica independente (fator), aplicou-se o teste de 
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Análise de Variância (ANOVA) e o pós-teste Student-Newman-Keuls. Valores de 

p<0,05 foram considerados significativos. Quando os dados eram não 

paramétricos, foram descritos como mediana [intervalo de confiança] e a análise 

foi feita através do teste de Kruskal Wallis seguido do pós-teste Student-Newman-

Keuls. 
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5 RESULTADOS 

5.1. Caracterização do modelo  

 Os animais Balb/C do sexo feminino, com 3, 5 e 7 meses de idade não 

apresentaram modificações da estrutura glomerular como demonstrado na 

FIGURA 7 (A-C).  

 Quanto aos animais gld, foi observado na coloração pelo H&E, que aos 3 

meses de idade, o rim demonstrava na maioria dos glomérulos estrutura também 

preservada, havendo alguns com discreto alargamento do eixo mesangial e 

proliferação focal ou segmentar de células mesangiais (FIGURA 7 D), levando ao 

aumento significativo (p<0,05) do número de células quando comparado com os 

animais Balb/c demonstrado na FIGURA 7 (A-C).  

 O aumento da celularidade glomerular nos animais gld, se torna bastante 

pronunciada a partir dos 5 meses de idade (FIGURA 7 E) sendo semelhantes aos 

animais gld 7 meses (FIGURA 7 F), estes mostraram um aumento significativo em 

relação aos animais gld 3 meses (p< 0,05). 

 Animais Balb/c 3, 5 e 7 meses de idade, não mostravam alterações nos 

componentes do corpúsculo renal, logo, os glomérulos estavam dentro dos 

padrões de normalidade, como demonstrado na FIGURA 8 (A-C). 

 Estudando a matriz mesangial dos animais gld de 3 meses de idade, foi 

observado, na coloração pelo PAS, um discreto alargamento difuso do eixo 

mesangial (FIGURA 8 D), o que se mostra mais exuberante ou mesmo com 

esclerose mesangial focal e segmentar (FIGURA 8 E) nos animais gld 5 meses. 

Raros glomérulos nesta fase se mostram globalmente escleróticos.  

Com 7 meses de idade, os animais  gld, apresentam  glomérulos com mais 

ou com menos células, neste último caso devido ao aumento da esclerose 
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mesangial que em geral é focal e segmentar ou mais raramente global. Tanto 

animais gld com 5 e 7 meses, apresentam alguns glomérulos com intensa 

esclerose mesangial, como demonstrado na FIGURA 8 (E e F). 

 Embora os animais Balb/C gld do sexo masculino tenham apresentado 

lesões glomerulares semelhantes às observadas nas fêmeas, elas eram menos 

proeminentes, dados não mostrados. 

 

 
D 

A B C

E F

FIGURA 7 - Fotomicrografias representativas do glomérulo em animais Balb/c e 
Gld. (A) Balb/c com 3 meses, apresentando estrutura renal com glómérulo 
normal; (B) Balb/c com 5 meses apresentando glomérulo normal; (C) Glomérulo 
normal em animal Balb/c com 7 meses; (D) Glomérulo renal com discreta 

hipercelularidade mesangial (seta) em animal gld com 3 meses; (E) Glomérulo 
renal com alargamento do eixo mesangial (seta) em animal gld com 5 meses; (F) 
Glomérulo lobulado devido a hipercelularidade e alargamento mesangial (seta) 
em animal gld com 7 meses. Coloração pela H&E. Aumento original: 400x.  
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FIGURA 8 - Fotomicrografias representativas do glomérulo nos animais Balb/c e 
Gld.  Glomérulos normais nos animais (A) Balb/c com 3 meses; (B) Balb/c com 5 
meses; (C) Balb/c com 7 meses; (D) Gld com 3 meses apresentando alargamento 
difuso do eixo mesangial;  (E)  Gld 5 meses com hipercelularidade mesangial e 
esclerose segmentar (seta); (F) Gld 7 meses mostrando exuberância do eixo 
mesangial que se mostra quase totalmente esclerótico (hipocelular e com 
reatividade tintorial ao PAS). Coloração pelo PAS. Aumento original: 400x. 
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 5.1.1. Análise do número de células glomerulares  

Não houve diferença no número de células nos glomérulos renais nos 

animais Balb/c de 3, 5, 7 meses de idade. Por este motivo os resultados foram 

agrupados. Os animais gld de 3, 5, 7 meses de idade mostraram aumento 

significativo de 42%, 50% e 50% respectivamente, do número de células no 

glomérulo renal, quando comparados com os animais Balb/c (p<0,05) (FIGURA 

9).  
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FIGURA 9 - Número de células no glomérulo renal dos animais Balb/c e gld. Há 
aumento significativo de células no glomérulo dos animais gld a partir de 3 meses 
quando comparados com animais Balb/c (p< 0,05). 
* p<0,05 vs. demais grupos.  
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 5.1.2. Índice de Expansão Mesangial (Densidade de superfície 

mesangial) 

 Os animais gld de 3, 5 e 7 meses mostraram aumento significativo da 

densidade de superfície mesangial em comparação aos animais Balb/c (p<0,05) 

(FIGURA 10). Os animais gld de 5 e 7 meses, quando comparados entre si, não 

mostram diferença. Já os animais Balb/C de 3, 5 e 7 meses de idade, não 

demonstraram diferença entre si, por isso foram agrupados. 
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FIGURA 10 - Densidade de superfície mesangial nos animais Balb/c e gld 3, 5 e 7 
meses. Os animais gld apresentam maior densidade de superfície mesangial 
(p<0,05) em relação aos animais Balb/c. Não foi observada diferença entre os 
animais gld 5 e 7 meses. 
* p<0,05 vs. demais grupos. 
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 5.1.3. Análise de Imunofluorescência direta 

 Em relação a imunofluorescência direta, verificamos que os animais gld 

apresentam deposição em pequena quantidade de imunoglobulinas A, M e G e 

C3 no mesângio glomerular. Estes depósitos aumentaram progressivamente em 5 

e 7 meses de idade dos animais, estando representado abaixo o resultado 

referente a animais de 5 meses. A deposição dos anticorpos ocorreu na região 

mesangial principalmente e em alças capilares (FIGURA 11 B-E). Animais Balb/c 

da mesma idade não apresentam reatividade aos anticorpos (FIGURA 11 F).  
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FIGURA 11 - Imunofluorescência direta para detecção de imunoglobulinas em 
secções de rim congelado cortados em criostato nos glomérulos renais de 
animais gld de 5 meses de idade (A-E). (A) Controle negativo da reação em 
secção de rim incubado com solução de PBS; (B) Anti-IgA-FITC; (C) Anti-IgG-
FITC; (D) Anti-IgM-FITC; (E) Anti- C3-FITC; (F) Animal Balb/c incubado com anti-
C3-FITC exibindo ausência de deposição imune. Aumento original: 400x. 
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5.2. Análise da proteinúria / 24hs dos grupos experimentais 

 A proteinúria em 24h foi a mesma tanto nos animais gld quanto nos 

animais gld PBS. Após a injeção de MOM os animais gld MOM apresentaram 

redução significativa da proteinúria (p<0,05) quando comparados com os animais 

gld, gld PBS e Balb/c (FIGURA 12). 
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FIGURA 12 - Gráfico da concentração de proteína na urina (mg/24h) dos grupos 
controles e experimentais. Animais Gld MOM demonstraram diminuição (p<0,05) 
dos níveis de proteinúria em relação aos animais Gld e Gld PBS. A proteinúria 
dos animais Balb/c PBS é semelhante ao dos animais Balb/c (p> 0,05).  
* p<0,05 vs. Gld, Gld PBS e Gld MOM 
* * p<0,05 vs. demais grupos  
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5.3. Análise histopatológica dos grupos experimentais 

Os camundongos Balb/c de 5 meses de idade, sem tratamento, foram 

sacrficados após um mês, logo, estavam com 6 meses de idade e não mostraram 

alterações da estrutura glomerular (FIGURA 13 A).  Animais Balb/c com 5 meses 

de idade, injetados com PBS e sacrificados após um mês, também não exibem 

modificações da estrutura glomerular (FIGURA 13 B). Camundongos gld com 5 

meses de idade submetidos ou não a injeção de PBS, sacrificados após um mês, 

exibiam hipercelularidade mesangial e esclerose focal e segmentar, como 

demonstrado na FIGURA 13 (C e D). Camungongos gld com 5 meses de idade, 

injetados com MOM e sacrificados após um mês, demonstraram diminuição do 

alargamento mesangial e diminuição da proliferação celular (FIGURA 13 E).  
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FIGURA 13 - Fotomicrografias representativas dos glomérulos renais de animais 
Balb/c e Gld 5 de idade, sacrificados após um mês. (A e B) Balb/c e Balb/c PBS 
respectivamente, demonstram estrutura glomerular preservada; (C e D) Gld e Gld 
PBS, respectivamente, demonstram hipercelularidade mesangial (cabeça da seta) 
e esclerose focal e segmentar (seta);  (E) Gld MOM diminuição do alargamento 
mesangial e diminuição da proliferação celular. Coloração pelo PAS. Aumento 
original: 400x. 
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5.4. Análise do número de células glomerulares dos grupos experimentais  

 Os animais gld MOM mostraram diminuição significativa (p<0,05) no 

número de células glomerulares em comparação com os grupos controles gld e 

gld PBS como também em relação aos animais Balc/c (p<0,05) (FIGURA 14). 
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FIGURA 14 - Número total de células por tufo glomerular dos grupos controles e 
experimentais. Os animais gld MOM apresentam menor celularidade em relação 
aos animais dos grupos gld PBS e gld.  
* p<0,05 vs. Gld, Gld PBS e Gld MOM 
* * p<0,05 vs. demais grupos 
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5.5. Índice de Expansão Mesangial dos grupos experimentais 

 Nos animais gld MOM o mesângio dos glomérulos justa-medulares 

mostraram-se significativamente diferentes (p<0,05), em relação aos animais 

Balb/C, mas não em relação aos animais gld PBS (FIGURA 15).    
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FIGURA 15 - Escore mesangial dos glomérulos justa-medulares. Observa-se  
redução significativa da expansão mesangial nos animais gld MOM vs Balb/c. 
* p< 0,05 vs. Gld e Gld MOM 
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 Nos animais gld MOM o mesângio dos glomérulos corticais mostraram-se 

significativamente diferentes (p<0,05) em relação aos animais Balb/C, mas não 

quando comparados com animais gld PBS (FIGURA 16). 

 

 

FIGURA 16 - Escore mesangial dos glomérulos corticais. Observa-se redução 
significativa da expansão mesangial nos animais gld MOM vs Balb/c. 
* p< 0,05 vs. demais grupos 
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5.6. Análise da Imunofluorescência Direta dos grupos experimentais 

 Os animais Balb/c 5 meses de idade, sacrificados após um mês, não 

apresentaram depósito glomerular de imunoglobulinas ou C3, como demonstrado 

na FIGURA 17 (C, F, I e L). Por outro lado, todos os glomérulos dos animais Gld 

PBS 5 meses, sacrificados após um mês a injeção de PBS, se mostraram reativos 

para todos os anticorpos testados na região mesangial, como demonstra a 

FIGURA 17 (A, D, G e J). Os camundongos Gld MOM 5 meses de idade, 

sacrificados após um mês a injeção de MOM, verificou-se diminuição da 

deposição de IgM, C3, IgA e IgG na região mesangial, em relação ao grupo Gld, 

como demonstra a FIGURA 17 (B, E, H e K). 
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FIGURA 17 - Imunofluorescência direta no rim de animais de 5 meses, 
sacrificados após um mês. Balb/c, Gld PBS e Gld MOM. (A) Animais Gld com 
depósito de IgM no mesângio e em algumas alças capilares; (B) Animais Gld 
MOM evidenciando menor deposição de IgM do que os animais Gld PBS; (C) 
Ausência de depósito de IgM em animais Balb/c; (D) Intensa deposição de C3 em 
animais Gld PBS; (E) Menor deposição de C3 no mesângio de animais Gld MOM 
em relação aos animais Gld PBS; (F) Ausência de depósitos de C3 no glomérulo 
de animais Balb/c; (G) Depósito de IgA no mesângio de animais Gld PBS; (H) 
Menor deposição de IgA nos animais Gld MOM em relação aos animais Gld PBS; 
(I) Ausência de deposição de IgA nos animais Balb/c; (J) Depósito de IgG no 
mesângio de animais Gld PBS; (K) Menor depósito de IgG no mesângio dos 
animais Gld MOM em comparação com os animais Gld PBS; (L) Ausência de 
depósito de IgG nos animais Balb/c. Aumento original: 400x. 
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5.7. Análise dos complexos imunes circulantes (IgM e IgG) dos grupos 

experimentais 

Animais gld PBS e gld MOM apresentaram aumento de complexos imunes 

circulantes (IgM e IgG) quando comparados com os animais Balb/c. O tratamento 

com MOM não modificou os níveis circulantes de complexos imunes, como 

demonstra a FIGURA 18. 
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FIGURA 18 - Níveis circulantes dos complexos imunes (IgM e IgG)  nos animais 
gld PBS e gld MOM. Os animais gld PBS e gld MOM apresentaram aumento de 
complexos imunes circulantes quando comparados com os animais Balb/c. O gld 
MOM e gld PBS quando comparados não foi significativo (p> 0,05). Valores 
xpressos sob a forma de média de 3 animais / grupo ± DP. e  
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5.8. Análise de anticorpos anti-DNA de dupla fita (IgM e IgG) dos grupos 

experimentais 

Os animais gld PBS e gld MOM apresentaram aumento de anticorpos anti-

DNA de dupla fita (IgM e IgG) quando comparados com os animais Balb/c. O 

tratamento com MOM não modificou a quantidade de anticorpos anti-DNA de 

dupla fita, como demonstra a FIGURA 19. 
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FIGURA 19 - Níveis circulantes dos anticor
gld PBS e gld MOM apresentaram aumento de anticor
quando comparados com os animais Balb/c. O 
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5.9. Análise de anticorpos anti-histona (IgM e IgG) dos grupos experimentais 

Animais gld PBS e gld MOM apresentaram maior quantidade de anticorpos 

 
 
 
 

   
 
 
 
 
FIGURA 20 - Níveis circulantes dos anticorpos anti-histona. Os animais gld PBS e 
gld MOM apresentaram aumento de anticorpos anti-histona quando comparados 
com os animais Balb/c. O gld MOM e gld PBS quando comparados não foi 
significativo (p> 0,05). Valores expressos sob a forma de média de 3 animais / 
grupo ± DP. 
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6. DISCUSSÃO 

lo sistema Fas/FasL (ROTHS, MURPHY 

ia da ausência de morte celular por 

poptose das células imunes, estes animais desenvolvem uma doença 

nfoproliferativa e auto-imune de intensidade variável que depende do 

s 

 

 

 

NUAN e cols., 1978; CAVALLO e GRANHOLM, 1990). Ao contrário 

os animais lpr, os camundongos MRL gld  exibem uma forma mais branda da 

oença (KELLEY e ROTHS, 1985) enquanto animais C3H-gld desenvolvem um 

ção 

Cerca de 14% dos animais apresentam lesão renal em grau 

moderado a intenso semelhante a doença humana. Em 54% dos animais as 

lesões são pouco expressivas ou inexistentes. Entretanto, todos os animais com 

idade igual ou superior a vinte e duas semanas apresentam depósitos de 

complexos imunes no mesângio glomerular, deposição esta que se inicia com oito 

Os animais lpr e gld são caracterizados pela presença de mutação 

espontânea nos genes de Fas e FasL, respectivamente, e apresentam uma 

alteração na via de apoptose induzida pe

e EICHER, 1984). Como conseqüênc

a

li

background genético dos camundongos (ROTHS, MURPHY e EICHER, 1984). O

animais lpr e gld, independente da cepa, apresentam autoanticorpos dirigidos

contra DNA e outros antígenos nucleares semelhante ao que ocorre no LES.  

Os camundongos MRL lpr desenvolvem uma forma glomerulonefrite já bem

caracterizada (KELLEY e ROTHS, 1985), semelhante àquela apresentada por

animais que desenvolvem a doença lupus-símile de forma espontânea ou 

induzida (LAMBERT e  DIXON, 1968; IZUI e cols., 1977; ANDREWS e cols., 

1978; ROUBI

d

d

grau variável de alterações glomerulares como hipercelularidade, necrose, 

hialinização, adesão capsular, espessamento da alça capilar e inflama

intracapilar. 
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semanas de idade (ROTHS, MURPHY, EICHER, 1984). Animais C3H/gld 

apresentam entre o terceiro e o quinto mês de vida, deposição mesangial de 

imunoglobulinas mas não desenvolvem ne

cepa N

 

frite clínica (COHEN e EISENBERG, 

1991). O fenótipo de linfoproliferação e doença autoimune associado a 

glomerulonefrite por complexo imune, também é visto em animais nocauteados 

para o gene de FasL (KARRAY e cols., 2004). Animais nocauteados para FasL 

(FasL_/_) exibem uma forma de lesão renal mais pronunciada e de evolução mais 

rápida do que os animais gld (KARRAY e cols., 2004). Algumas cepas de animais 

geneticamente lupus-prone desenvolvem, à semelhança da nefrite humana, 

inflamação renal generalizada com progressão para fibrose túbulo-intersticial e 

glomeruloesclerose (ANDREWS e cols., 1978). Animais como o camundongo da 

ZM.2410 só desenvolvem glomeruloesclerose com inflamação glomerular 

mínima (SINGH e cols., 2003).  Animais MRL lpr desenvolvem inflamação 

glomerular e intersticial mas com progressão limitada para fibrose e 

glomeruloesclerose (ANDREWS e cols., 1978). 

Em relação aos animais Balb/C gld utilizados neste trabalho não se tem 

conhecimento de descrições das lesões renais. Os animais foram produzidos no 

National Cancer Institute, NCI (Bethesda, MD, USA) (TAKAHASHI e cols., 1994) e 

as descrições deste animal somente se referem ao sistema imune e resposta 

inflamatória (BORGES e cols., 2001 e 2002; ZHANG e cols., 2004).  O rim dos 

animais Balb/c gld apresentaram, de forma homogênea, a partir de três meses de 

idade, modificações no compartimento glomerular como os já descritos para os 

animais C3H/gld  (ROTHS e cols., 1984). Os animais Balb/c gld  apresentam  

uma forma de lesão renal semelhante à nefrite lúpica classe II de humanos, 

caracterizada por discreta hipercelularidade ou alargamento mesangial com 
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depósitos imunes localizados em mesângio (WEENING e cols., 2004).  No 

conjunto, as alterações vistas nos animais deste estudo são semelhantes àquelas 

descritas para os animais gld tanto da cepa C3H quanto MRL (ROTHS, MURPHY 

e EICHER, 1984) parecendo não diferir daquelas dos animais lpr (KELLEY e 

ROTHS, 1985). Estes achados corroboram a hipótese de que estas mutações, 

apesar de não serem alélicas, afetariam uma importante via metabólica comum 

para a diferenciação de linfócitos T (DAVIDSON e cols., 1985). 

Os animais Balb/c gld, de ambos os sexos, a partir dos 5 meses de idade, 

desenvolveram glomerulonefrite proliferativa focal mediada por complexos imunes 

semelhante ao descrito para os animais MRL lpr e gld e animais gld  background 

C57/Bl6 e C3H/Hej (ROTHS e cols., 1984). A lesão renal, caracterizada por 

extensas áreas de hialinização mesangial era mais proeminente nas fêmeas. Por 

este motivo  estes animais foram escolhidos para o presente experimento.   

É bem conhecido o fato de que o LES é uma doença que afeta 

predominantemente as mulheres (90%) especialmente entre 15 e 64 anos (RUS e 

HOCHBERG, 2002).  Este dado, aliado ao fato de que os hormônios sexuais 

femininos alteram a gravidade do lúpus murino (ROUBINIAN e cols., 1977; 

ROUBINIAN e cols., 1978; WALKER e cols., 1994) sugerem que estes hormônios, 

mas especificamente o estrogênio, participa da patogênese da doença. Alguns 

trabalhos mostram a associação da estimilação crônica de estrogênio e a 

diminuição da produção de testosterona com o LES (PERNIS AB., 2007; 

RANGEL A. e cols, 2002). LANG e colaboradores (2003) verificaram que o sexo 

pode influenciar a expansão de células T patogênicas, autoreativas levando a 

maior gravidade da doença auto-imune.   
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Os auto-anticorpos dirigidos contra dsDNA são considerados como 

indicadores da presença de LES, tanto em humanos quanto em murinos. Eles são 

detectados no soro de 30 – 60% dos pacientes com LES, sendo que de 60 – 83% 

de pacientes lúpicos apresentarão anti-dsDNA em algum momento durante o 

curso da doença (RIEMEKASTEN e HAHN, 2005). A presença de auto-anticorpos 

antes do início da doença e sua correlação com a atividade da doença sugerem 

seu papel patogênico.  

A presença de anticorpos anti-dsDNA da classe IgG é altamente específica 

para LES e importante para o diagnóstico e o monitoramento clínico da doença 

(HOCHBERG, 1997). Eles são considerados patogênicos uma vez que, a sua 

transferência ou a transferência de hibridomas produtores de anti-dsDNA para 

camundongos induz glomerulonefrite do tipo lúpica (EHRENSTEIN e cols., 1995) 

com deposição nos glomérulos (EHRENSTEIN e cols., 1995; IMAI e cols., 1997). 

Por ou

animais. Por outro lado, células-tronco 

tro lado, os anticorpos anti-dsDNA da classe IgM, tem baixa afinidade, são 

encontrados em indivíduos normais e raramente causam doenças auto-imunes 

quando transferidos para animais (PISETSKY e cols., 1990; TAKI e cols., 1992). 

Além disso quando injetados em animais lúpicos leva ao aumento da sobrevida e 

redução de deposição de complexos imunes (WERWITZKE e cols., 2005) assim 

como na ausência de produção de IgM levam a diminuição da sobrevida e 

aceleração da doença em animais MRL lpr (BOES e cols., 2000).  

As pesquisas sobre a utilização terapêutica das células-tronco é um dos 

tópicos mais excitantes da medicina regenerativa. Devido as limitações jurídicas, 

éticas e religiosas para a utilização das células-tronco embrionárias, sua 

aplicação tem se restringido a modelos 
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obtida

o eram originárias de células intrínsecas renais (LIN, 

MORA

mia. Um a três 

dias a

 

o

s na medula óssea adulta, tem sido investigadas em inúmeros ensaios 

clínicos que visam a regeneração de órgãos e tecidos.   

Em relação ao tecido renal, no modelo de lesão por isquemia/reperfusão, 

onde a recuperação funcional do órgão é dependente do compartimento tubular, 

verificou-se que somente 11% das células epiteliais em proliferação nos túbulos 

em regeneração eram provenientes da medula óssea enquanto que 89% das 

células em regeneraçã

N e cols., 2005). Em outros experimentos, células originárias de medula 

óssea doadora não foram encontradas (DUFFIELD e cols., 2005) ou estavam 

presentes em pequena quantidade (LIN e cols., 2003; LANGE e cols., 2004; 

MORIGI e cols., 2004; SZCZYPKA e cols., 2005). Esta discrepância no achado de 

células provenientes da medula óssea no local da lesão provavelmente é 

multifatorial. PALAPATTU e colaboradores (2006) demonstraram que a o grau de 

contribuição de células da medula óssea para a regeneração do epitélio prostático 

é dependente do grau de degeneração/inflamação que o órgão está submetido, 

sendo que a inflamação e trauma cirúrgico por si só resultam no recrutamento de 

células-tronco hematopoéticas da medula óssea para a circulação (FU e 

LIESVELD, 2000).  Foi verificado que, na lesão de isquemia/reperfusão renal o 

grau de células mononucleares da medula óssea que se transdiferenciam em 

células tubulares aumenta progressivamente com o tempo de isque

pós a agressão, há incorporação de poucas células, que aumenta  

progressivamente até o sétimo dia, alcançando um ponto máximo em torno do  

14  dia (BROEKEMA et al, 2005). Embora nestes dois trabalhos não tenham sido 

descritos os mecanismos responsáveis pela presença de um maior ou menor 
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número de células, provavelmente existe uma relação com a liberação de 

mediadores moleculares em resposta à agressão.  

Para doenças como o diabetes que cursam predominantemente com lesão 

glomerular  (LEE e cols., 2006), na glomerulonefrite mesangioproliferativa 

induzida pelo anticorpo Thy1.1 (KUNTER e cols., 2006) ou no modelo de Alport 

(NINICHUK e cols., 2006), a injeção de células derivadas da medula óssea de 

camundongos foi capaz de levar a recuperação renal tanto funcional como 

morfológica, havendo entretanto resultados contraditórios quanto à capacidade de  

transdiferenciação das células derivadas da medula óssea nas populações 

celulares glomerulares. No modelo de diabetes, o transplante de células-tronco 

mesenquimais humanas levou a diminuição do alargamento mesangial e do 

número de macrófagos e ao repovoamento endotelial, em pequena monta (LEE e 

cols., 2006).  KUNTER e colaboradores (2006) demonstraram no modelo de lesão 

anti-Thy1.1 que células-tronco-mesenquimais são capazes de reduzir em 28% a 

proteinúria dos animais lesados assim como reduzir o grau de mesangiólise e 

levar a proliferação celular glomerular (células mesangial).  Porém, apesar de seis 

dias após a injeção, cerca de  85-95% de células da medula óssea estarem 

presentes nos glomérulos, não foi verificada a transdiferenciação das células- 

tronco mesenquimais em células glomerulares. Por outro lado, a infusão de 

células totais da medula óssea, depletadas (IMASAWA e cols., 2001) ou não de 

células T (ROOKMAAKER e cols., 2003; IKARASHI e cols., 2005), também foi 

capaz de melhorar a função renal dos animais lesados e repovoar os glomérulos 

em parte pela transdiferenciação das células da medula óssea em células 

mesangiais e endoteliais.  
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A síndrome de Alport é uma doença hereditária causada pela mutação do 

colágeno tipo IV, cadeias α3, 4 e 5 (COSGROVE e cols., 1996; KALLURI e cols., 

1997; 

nco e progenitores multipotentes do próprio rim, já que 

este órgão parece ser rico em microambientes capazes que manter as células em 

HUDSON e cols., 2003) associada a hematúria, proteinúria e perda 

progressiva da filtração glomerular.  Neste modelo, a infusão de células totais da 

medula óssea  foi capaz de recuperar a histologia normal glomerular em parte por 

transdiferenciação das células injetadas em células glomerulares (podócito e 

mesangial mas não endotélio capilar) (SUGIMOTO e cols., 2006). Por outro lado, 

o transplante de células-tronco mesenquimais não foi capaz de repovoar  o 

glomérulo, apesar de melhorar o seu aspecto estrutural (NINICHUK e cols., 2006). 

 No conjunto, considerando os resultados obtidos por diversos laboratórios, 

tanto com a utilização de células totais da medula óssea ou fração de 

mononucleares quanto de células mesenquimais, o mais provável é que o retorno 

à normalidade histológica glomerular ou tubular se deva a fatores parácrinos e 

juxtácrinos.  Uma série de fatores parácrinos envolvidos no recrutamento, 

mobilização e reparação tecidual após o transplante de células da medula óssea 

tem sido descritos, dentre eles, o fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF), proteínas da família do fator de crescimento transformante beta (TGF-β), 

fator de inibição de leucemia (LIF), interações entre o SDF1/CXCR4 e as citocinas 

IL-6 e 8 (LAPIDOT e PETIT, 2002; CERADINI e cols., 2004; TÖGEL e cols., 2005;  

DAR e cols., 2006; KUCIA e cols., 2006; KUNTER e cols., 2006; NINICHUK e 

cols., 2006; TÖGEL e cols., 2007).  

A possibilidade de que as células da medula óssea transplantadas possam, 

por meio de efeito parácrino ou juxtácrinos, sinalizar para a mobilização e/ou 

diferenciação de células-tro
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estado

s a baixa amostragem. 

 quiescentes, também não pode ser afastada. Já foram identificadas 

células-tronco renais (OLIVER e cols., 2004; MEIRELES e cols., 2006) e 

progenitores tanto em murinos (ratos e camundongos) quanto em humanos 

(MAESHIMA e cols., 2003; HISHIKAWA e cols., 2005; DEKEL e cols., 2006;  

SAGRINATI e cols., 2006).  

No nosso modelo de glomerulonefrite proliferativa focal com esclerose 

mesangial foi possível verificar que o transplante de células mononucleares da 

medula óssea foi capaz de melhorar a função e reduzir tanto a esclerose quanto a 

proliferação celular glomerular. Não foi possível averiguar se a resolução da 

esclerose mesangial nos animais Balb/C gld foi devida a presença de 

repovoamento do glomérulo lesado como verificado em dois outros experimentos 

com esclerose mesangial (GUO e cols., 2006; LI e cols., 2006). No primeiro foi 

demonstrado haver repovoamento por podócitos, em pequena quantidade 

enquanto que no segundo, por células endoteliais e mesangiais.  

A infusão de células da medula óssea, ou mesmo a realização de 

parabiose entre animais é uma forma de manipulação do sistema imune (GUO e 

cols., 2006; LI e cols., 2006). É possível que  a melhora da proteinúria, do aspecto 

histológico e imunopatológico renal observado nos animais deste estudo seja 

devida à melhora do defeito imunológico. Quanto a quantificação dos 

autoanticorpos, o desvio padrão elevado e a não significância estatística dos 

resultados possivelmente são devido

JYONOUCHI e cols. (1981) mostraram que  em animais NZB  as 

alterações hematopoéticas vistas no início do seu desenvolvimento são corrigidas 

pelo transplante de medula óssea de animais compatíveis para o complexo de 

histocompatibilidade (MHC). Animais MRL/ lpr irradiados, que receberam 
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transplante de medula óssea, alogeneico ou singeneico, também tiveram melhora 

da alteração imunológica com diminuição da linfoproliferação e/ou da deposição 

de auto-anticorpos e da lesão renal (IKEHARA e cols., 1989; ISHIDA e cols., 

1994; KARUSSIS e cols., 1995; WANG e cols., 1999; KUSHIDA e cols., 2000; 

IWAI e cols., 2005).  Após a infusão em animais letalmente irradiados de uma 

mistur

o animal gld as 

células

verificou a supressão 

da linf

a de células da medula óssea depletadas de linfócitos T maduros de 

animais congênicos e normais com o mesmo background genético, verificou-se 

que os animais receptores tinham acúmulo de células T de origem lpr em 

quantidade anormal (KATAGIRI e cols., 1988) e que somente as células B de 

origem lpr produziram auto-anticorpos (SOBEL e cols., 1991), na presença de 

células T de animais lpr (SOBEL e cols.,1993). Em experimento análogo com 

animais gld, SOBEL e colaboradores (1993; 1995) demonstraram que após cinco 

meses da reconstituição da medula óssea os animais exibiram pequena produção 

de auto-anticorpos e adenopatia residual mínima, indicando que n

 derivadas de medula óssea normal são capazes de recuperar o tecido 

(SOBEL e cols., 1993).  Além disso, a co-infusão de medula óssea normal reduziu 

mas não preveniu o desenvolvimento das células T duplo negativas derivadas do 

doador e levou a supressão da produção de autoanticorpos (SOBEL e cols.,  

1995). Posteriormente foi verificado o papel dos linfócitos T normais na supressão 

ou reversão da auto-imunidade dos animais gld por meio da realização de 

parabiose com animais normais. Neste modelo também se 

adenopatia, diminuição do número de células T duplo negativas e redução 

da produção de autoanticorpos (KAKKANAIAH e cols., 1996). 

Os resultados deste estudo demonstraram que a injeção de células 

mononucleares da medula óssea são semelhantes aos relatos da literatura exceto 
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pelo fato de que em nosso experimento não foi feita ablação da medula óssea  

(SOBEL e cols., 1993 e 1995).  NILSSON e colaboradores (1997) demonstram 

que mesmo em animais sem ablação de medula óssea há o repovoamento da 

medula óssea do receptor principalmente com o transplante de células 

purificadas. Este dado suporta os dados obtidos com animais parabióticos 

fortalecendo a hipótese de que as células T duplo negativas são deletadas na 

periferia e tem meia-vida curta devendo ser substituídas continuamente por uma 

população de células em proliferação que serão supridas pelas células 

transferidas  (KAKKANAIAH e cols., 1996).  

Em conclusão, os resultados do nosso experimento falam a favor de que o 

transplante de medula óssea leva a prevenção das alterações desenvolvidas no 

rim pela agressão imunológica, tendo em vista de que à semelhança com os 

achados de SOBEL e colaboradores (1993; 1995) e KAKKANAIAH e 

colaboradores (1996) os animais com cinco meses após o transplante de medula 

óssea apresentaram diminuição do baço, redução ou desaparecimento da massa 

ganglionar (dados não mostrados). 
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7. CONCLUSÃO 

Os camundongos Balb/c gld apresentam, a partir do terceiro mês da idade, 

hipercelularidade glomerular progressiva associada a alargamento mesangial, 

esclerose glomerular segmentar, focal ou global. Estas lesões estão associadas à 

deposição de imunoglobulinas e C3 principalmente em mesângio glomerular 

assim como em alças capilares, configurando desta forma uma glomerulonefrite 

proliferativa progressiva. 

 

• Os rins dos animais Balb/c gld de ambos os sexos se mostram lesados porém 

 

•

• A terapia celular com células mononucleares da medula óssea em animais 

Balb/c gld de 6 meses de idade, diminuiu, significativamente, o número de células 

glomerulares e a expansão mesangial renal. 

 

• A terapia celular com células mononucleares da medula óssea em animais 

Balb/c gld de 6 meses de idade levou a atenuação do depósito glomerular de  

imunoblogulinas G, A e M e da fração 3 do complemento. 

as fêmeas desenvolvem lesões mais importantes do que os machos. 

 O transplante de células mononucleares da medula óssea em animais Balb/c gld 

de 6 meses de idade reduziu, significativamente, a proteinúria nas 24 horas em 

comparação com os animais sem tratamento.  
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• A terapia celular com células mononucleares da medula óssea em animais 

Balb/c gld de 6 meses de idade não modificou a quantidade de complexos imunes 

circulantes, anticorpos anti-DNA de dupla fita e anti-histona.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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