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RESUMO

O sistema Fas-FasL esta envolvido no desenvolvimento de doencas auto-imunes. Cepas
mutantes de Fas (Ipr) e FasL (gld) apresentam um acumulo importante de linfécitos T
(CD47CD87/B220") nos linfonodos causando uma linfadenopatia generalizada e
producdo de altos titulos de anticorpos autoreativos e lesdo renal variavel, sendo
considerado como um modelo animal de lupus eritematoso sistémico. O objetivo do
presente estudo foi caracterizar morfolégicamente o grau de leséo renal apresentado por
animais Balb/C gld e avaliar o papel do transplante de células mononucleares da medula
O0ssea na atenuacdo da lesdo glomerular desses animais. Animais Balb/C gld
apresentaram a partir de 3 més de idade uma glomerulonefrite por complexo imune,
proliferativa progressiva com deposicdo de imunoglobulinas e C3. Esta lesdo é mais
proeminente em fémeas. Animais Balb/C gld de 5 meses de idade foram injetados com
células mononucleares da medula 6ssea (1x10°) via veia da cauda (200 pL). O sacrificio
foi realizado ap6és um més, e os rins foram avaliados morfolégicamente para
determinacao da lesdo glomerular (celularidade e expansdo mesangial) e deteccédo de
complexos imunes (IgG, IgM, IgA e C3) por imunofluorescéncia direta. A proteinaria/24
horas foi analisada pelo método colorimétrico. Apéds a terapia celular verificou-se
diminuicdo significativa da proteindria (p<0,05) nos animais tratados (1.10+£0.29 vs
1.64+0.28 g/L). Morfolégicamente se observou uma melhora significativa da leséo
glomerular (celularidade e expansdo mesangial) com atenuacdo da deposicdo dos
complexos imunes porém sem modificacdo significativa do nivel sérico de anti-DNA e
anti-histona (IgG e IgM). Estes resultados sugerem que ceélulas mononucleares de
medula O0ssea foram capazes de atenuar as lesdes renais, provavelmente pela

modulacao da reacéo imune induzida pelo aporte de células da medula 0ssea.



ABSTRACT

The system Fas-FasL is involved in the development of autoimmune diseases. Mutant
cepas of Fas (Ipr) and FasL (gld) present a significant accumulation of T-lymphocytes
CD4 /CD87/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
(1x10°) via tail vein (200pL). 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. INTRODUCAO

A proteina Fas Ligante ou FasL (CD 95L) é uma proteina transmembranar
do tipo Il de 40kDa que pertence a familia do fator de necrose tumoral (TNF)
(SUDA e NAGATA, 1994). Como os outros membros desta familia, o FasL € uma
molécula homotrimérica, e sendo assim, cada FasL liga-se a trés moléculas Fas.
Devido a propensdo dos dominios de morte se associarem uns aos outros, a
ligacdo da proteina Fas, receptor do FasL, também denominada de APO-1 ou
CD95, a molécula trimérica FasL leva ao agrupamento dos dominios de morte
intracitoplasmaticos. FasL tem uma distribuicdo restrita nos 6rgédos estando
presente em orgaos linféides e algumas células de sitios 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 tolerancia
imunoldgica, lesdo tecidual e manutencéo dos sitios de privilégio imune (LYNCH e

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

O papel pro-apoptdtico do sistema Fas-FasL, também denominado de
CD95/CD95L em células T, foi postulado baseado nas observacbes do
desenvolvimento de doencas auto-imunes em 3 cepas de camundongos com
mutacbes neste sistema (BIDERE e cols., 2006). Estes animais mutantes
apresentam um acumulo importante de linfocitos (primariamente células T CD4
'cD8/B220") e producéo de altos titulos de anticorpos autoreativos, dentre outras
alteracbes. A mutacdo génica no camundongo lpr (do inglés lymphoproliferation)
leva a uma expressdo defeituosa de Fas. O animal gld (do inglés generalized

lymphoproliferative disorder) expressa uma forma mutante de Fas-L e a terceira



cepa mutante, a Ipr-simile (Ipr ), exibe uma mutagdo pontual no dominio de
morte do Fas que impede o recrutamento do FADD, a clivagem consecutiva de

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

Camundongos homozigotos para o gene Ipr ou gld apresentam
espontaneamente uma doenca autoimune sistémica semelhante ao Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) humano, caracterizado pela producdo de
autoanticorpos, anti-DNA e fator reumatoéide, hipergamaglobulinemia e deposicéo
de complexos imunes nos glomérulos (COHEN e EISENBERG, 1991). Estes
animais morrem geralmente no quinto més de vida. As mutacdes Ipr e gld ndo séo
alélicas e estdo localizadas nos cromossomos 19 (ROTHS e cols., 1984,
WATANABE e cols., 1991). A mutacdo 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 niveis de IgG2a e de
anti-DNA de dupla fita. Além disso, desenvolvem uma lesdo renal pouco
caracterizada mas com deposi¢cao de imunoglobulinas a semelhanca do LES, mas

com pouca manifestacao clinica (COHEN e EISENBERG, 1991).

O LES é uma doenca auto-imune com manifestacdes clinicas diversas e
extremamente variaveis associada com envolvimento mucocutaneo, articular,
renal, cardiovascular, gastrointestinal, hepatico, pulmonar, hematologico, 6rgaos
linféides secundarios e do sistema nervoso central (FIEHN e cols., 2003). A
patogenia das manifestacbes clinicas se deve, em grande parte, a producéo
continua de auto-anticorpos, sendo que sédo detectados no soro dos pacientes
auto-anticorpos extremamente variados. Anticorpos dirigidos contra componentes

nucleares sdo 0s principais auto-anticorpos, incluindo anticorpos contra DNA,



RNA, histonas e proteinas ndo histonas. Existem, ainda, anticorpos contra uma
variedade de proteinas séricas, proteinas da matriz extracelular e antigenos
celulares particularmente os de origem hematopoética. A agresséo tecidual esta
associada a formacdo de complexos imunes constituidos por auto-antigenos e
auto-anticorpos o que leva a ativacdo do complemento pela via classica gerando
mediadores inflamatorios e lesdo 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
disponiveis, o que levou ao reconhecimento de que a doenca é multifatorial e que
ambos, tanto fatores genéticos quanto ambientais, tém um papel crucial na sua

patogénese.

Sabe-se que nédo existe um gene unico envolvido na patogénese do LES e
que a susceptibilidade envolve um certo nimero de genes e alelos em loci
multiplos, ainda ndo 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 doenca. Sabe-se que a luz solar, frequentemente, causa o aparecimento de
sintomas do LES, assim como infeccdes, stress emocional e que alguns farmacos
causam uma doenca semelhante ao LES. O metabolismo dos hormonios sexuais
também explica pelo menos um dos mecanismos para a predominancia do LES
em mulheres. Certos fatores ambientais também podem alterar qualquer estagio
da maturacdo de linfécitos autoreativos levando a desregulacdo do processo
imunologico. Acredita-se que os fatores ambientais gerem a doenca somente em

individuos com uma gama particular de genes de susceptibilidade. Entretanto



ainda ndo esta esclarecido como estes fatores ambientais interagem com o0s
genes de susceptibilidade (SHIRAI e HIROSE, 2006).

A quebra da autotolerancia € um dos defeitos imunoldgicos basicos do
LES. A delecédo central e periférica dos linfocitos autoreativos é um dos principais
mecanismos que determinam a autotolerancia e a imunidade inata na protecéo
contra autoimunidade. A primeira evidéncia da existéncia de um defeito da
sinalizacdo da apoptose no LES adveio do conhecimento de modelos murinos de
LES. Animais nocauteados para o gene da DNAse | (NAPIREI e cols., 2000), C1q
(BOTTO M e cols., 1998) ou o componente P amiloide sérico (BICKERSTAFF e
cols., 1999) apresentam os sintomas classicos de LES incluindo a presenca de
anticorpos anti-nucleares e nefrite por complexo imune. Tanto a DNAse | quanto
as moléculas C1q e proteina amiloide P sérica estdo envolvidas com o clearance
de material apoptotico o que levou a suposicado de que no lupus ha defeito tanto
da apoptose quanto do mecanismo de clearance dos corpos apoptoticos (GAIPL e
cols.,2005).

O envolvimento renal no LES € um protétipo de doenca auto-imune. A
nefrite lGpica é uma das maiores causas da morbidade e mortalidade no LES. Ela
€ altamente pleomdérfica com respeito a expressao clinica e morfolégica. As
manifestacdes clinicas podem ocorrer durante qualquer fase da evolucdo da
doenca representadas desde micro-hematuria e proteindria leves e assintomaticas
até uma forma rapidamente progressiva de insuficiéncia renal (D"AGATI, 2007).

Morfologicamente a nefrite lUpica pode se manifestar como uma pequena
deposicdo de complexos imunes no mesangio (classe IlI), uma glomerulonefrite
proliferativa (classes Il e 1V), uma glomerulonefrite membranosa (classe V), ou

mesmo se apresentar com aspecto misto (membranosa e proliferativa). Como o



tratamento da nefrite lpica depende do tipo histolégico, diversas classificacfes
tém sido empregadas, sendo a mais recente a da Sociedade Internacional de
Nefrologia e a da Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS). Embora existam
varios protocolos terapéuticos para as diversas classes de nefrite lUpica, para as
classes Ill a V que geralmente cursam com hematlria e proteindria por vezes
macica (acima de 2 g /24 horas), tem sido utilizado terapia imunossupresssiva

com pulsoterapia (FIGURA 1).

Aumento da creatinina sérica > 30%
elou proteindna > 2g/dia
atividade sedimentar na urina

. !

3 doses de MP + 4 doses de Ciclofosfamida +
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| | |
!

Piora

FIGURA 1 - Esquema terapéutico proposto por Ponticelli para o tratamento da
nefrite lGpica com grave envolvimento renal na apresentacdo ou com remissdes.
Modificado de Ponticelli. C. New therapies for IUpus nephritis. Clin J Am Soc
Nephrol, 2006;1: 863-868.

Apesar de, nos ultimos anos, ter havido uma melhora no progndstico de
pacientes com nefrite lipica com sobrevida de 5 anos; em 50% dos pacientes na

década de 50 (MERRELL e SHULMAN, 1955) e de 94% em 1994 (NOSSENT,



1999), aproximadamente 10 a 70% dos pacientes evolui para a doenca renal
terminal, necessitando de terapia substitutiva (dialise) ou transplante renal apos 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
clinico tem sido atribuida a inUmeros fatores incluindo a melhora no manejo dos
imunossupressores, tratamento mais eficaz da doenca cardiovascular e
hipertensé@o e maior acesso a didlise e ao transplante renal (MACGOWAN, 1992).
Entretanto, a mortalidade € de 1% ao ano considerando-se todos 0s 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 complicacfes letais aqueles que apresentam doenca
renal, hipertensdo, envolvimento pulmonar, anemia, trombocitopenia e anticorpos
anti-fosfolipideos ou doenca com alto indice de atividade apesar da terapia
(FRAENKEL, 1994; EISDALE, 1994; WARD, PYN, STUDENSKI, 1995; UROWITZ
e cols.,, 1997). Para estes casos foi recomendado no Primeiro Simpdésio
Internacional de Terapia de Células Tronco Hematopoéicas em Doencas Auto-
Imunes o uso de transplante de medula 6ssea (TYNDALL e GRATWOHL, 1997).
A possibilidade de uso de células da medula éssea para 0s casos
refratarios/recorrentes (intrataveis) de LES ja havia sido aventado desde 1993
(MARMONT, 1993). Desde entdo, ensaios clinicos com ou sem mieloablacéo
associados a transplante autélogos de medula 6ssea, demonstraram a eficacia do
uso da medula 6ssea 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



ensaios clinicos com poucos pacientes (50 pacientes e seguimento clinico com
média de 15 - 29 meses) foi observada remissdo da doenca pelo menos até o final
do seguimento (STATKUTE e cols., 2005; BURT e cols., 2006). Para a doenca
renal, os exames laboratoriais mostraram estabilizacdo. (BURT e cols., 2006) e
melhora significativa dos testes imunologicos (STATKUTE e cols., 2005; BURT e
cols., 2006). Ja estdo em andamento ensaios clinicos (fase Ill) para o tratamento
do LES com transplante de medula 6ssea. Porém pouco ainda € conhecido acerca
dos parametros morfologicos que séo revertidos na nefrite lupica com o

transplante de medula 6ssea.

Tanto o camundongo gld que apresenta mutacdo de FasL, com fendtipo
semelhante ao animal lpr, que apresenta mutacdo de Fas, desenvolvem doenca
autoimune com linfadenopatia generalizada, producéo de autoanticorpos e leséao
renal por complexo imune semelhante a nefrite lipica humana. Os animais gld
ainda sdo pouco caracterizados do ponto de vista morfolégico, tendo sido
verificado até o momento alteragdes do sistema imune, principalmente em animais
com background genético C57/B6 e C3H. Nos animais com background Balb/C a
lesdo renal ainda ndo 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 6ssea na evolucéo da leséao renal.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histologia do Rim

O sistema urinario consiste de um par de rins, um par de ureteres, uma
bexiga urinaria e uma uretra. Macroscépicamente o rim possui uma coértex externa
e uma regido medular interna sendo que a medula é formada por massas conicas,
as piramides medulares, cujas bases se localizam na borda corticomedular. A
piramide medular, junto com a regido cortical adjacente, constitui um lobo renal. A
regido periférica de cada lobo renal sdo as colunas renais (de Bertin), estruturas
residuais que representam a fusdo de lobos primitivos dentro do blastema
metanéfrico. O apice de cada lobo renal termina em uma papila envolta por um
calice menor. Cada célice menor coleta urina de uma papila. Os célices menores
convergem para formar os célices maiores que, por sua vez, formam a pelve
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999).

Cada rim possui 1,3 milh6es de tubulos uriniferos envoltos por um estroma
contendo tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos.
Cada tubulo urinifero consiste de dois segmentos embriologicamente distintos que
sdo: o néfron e o duto coletor. O néfron consiste de dois componentes, o
corpusculo renal e um tabulo renal longo, formado pelas seguintes regides: o
tubulo contorcido proximal, alca de Henle e tdbulo contorcido distal, que se
esvazia no tubulo coletor.

O corpusculo renal, ou corpusculo de Malpighi consiste da capsula de
Bowman que reveste um tufo capilar, o glomérulo. A capsula 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 podécitos,

reforcado por uma lamina basal. Ja o folheto parietal, é revestido por uma lamina



basal que suporta um epitélio pavimentoso simples e é continuo com epitélio
cubico simples do tabulo contorcido proximal.

O espaco urinario (espaco de Bowman) recebe o ultrafiltrado do plasma
(urina primaria) e esta contido entre o folheto visceral e o parietal da capsula. O
ultrafiltrado do plasma contém tracos de proteinas. O espaco urinario se continua
com o lumen do tubulo contorcido proximal no dominio urinario, passagem
através da qual o ultrafiltrado do plasma flui para o tubulo contorcido proximal. O
dominio oposto, o local de entrada e saida das arterriolas glomerulares aferente e
eferente, € chamado de pdlo vascular.

O glomérulo consiste de trés componentes, que s&o, 0s capilares
glomerulares, revestidos pelas células endoteliais fenestradas. O mesangio,
formado pelas céluals mesangiais imersas em uma matriz mesangial e 0s
podadcitos, constituintes do folheto visceral da capsula de Bowman.

Os poddcitos possuem processos celulares ramificados e longos que
envolvem completamente a superficie do capilar glomerular. Os poddécitos e as
células endoteliais fenestradas e suas laminas basais correspondentes
constituem a barreira de filtracdo glomerular. A lamina basal das células
endoteliais, intimamente associadas com a lamina basal produzida pelos
podaocitos, contém colageno do tipo 1V, fibronectina, laminina e heparansulfato
como proteinas maiores.

O mesangio 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 espaco limitado pela macula densa e pelas

arteriolas aferentes e eferentes. Elas sdo denominadas de pericitos
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especializados, com caracteristicas de células musculares lisas e de macréfagos.
As células mesangiais sdo contrateis, fagociticas, capazes de proliferacéo,
sintetizam elementos da matriz extracelular e secretam substancias
biologicamente ativas (prostaglandinas e endotelinas). Participam indiretamnte do
processo de filtracdo glomerular. A membrana de filtragcdo glomerular ndo envolve
completamente os capilares. Imunoglobulinas e moléculas complementares,
incapazes de atravessar a barreira de filtracdo, podem entrar na matriz mesangial.
O acumulo de complexos de imunoglubulinas na matriz induz a producdo de
citocinas pelas células mesangiais, que desencadeiam uma resposta imune
levando a uma ocluséo eventual do glomérulo (KIERSZENBAUM, 2004) (FIGURA

2e3).

Membrana basal
glomerular

Células endoteliais
fenestradas

FIGURA 2 — Esquema do corpusculo 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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Células mesangiais
extraglomerulares

FIGURA 3 — Componentes do corpusculo renal observados pela microscopia de
luz e microscopia eletrdnica. Retirado de Kierszenbaum. Histologia e biologia
celular. Elsevier, 2004; 396-3967.
2.2 Autoimunidade e auto-tolerancia

Todos os individuos sao tolerantes para suas proprias substancias
potencialmente antigénicas sendo que a falha da auto-tolerancia é a causa
fundamental da autoimunidade. A auto-tolerancia pode ser induzida nos 6rgaos
linféides priméarios como consequiéncia de uma reacao de linfécitos imaturos que

reconhecem os antigenos préprios e € denominada de tolerancia central. Ja nos

sitios periféricos, essa inducdo pode ocorrer como consequiéncia de uma reacao
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de linfécitos maduros que encontram antigenos proprios em condi¢cdes especiais,
denominada de tolerancia periférica. A tolerancia central assegura que o repertério
de linfécitos maduros n&@o reconheca antigenos préprios amplamente
disseminados nos 6rgéos linféides primarios. E o mecanismo responséavel pela
eliminacdo de linfécitos auto-reativos do repertorio de linfécitos maduros. Tais
linfécitos auto-reativos poderiam causar auto-reatividade através da discriminacéo
do proprio como nao-proprio. A tolerancia aos antigenos que séo especificos para
os tecidos é mantida pelos mecanismos de tolerancia periférica (ABBAS e
LICHTMANN, 2005).

A autoimunidade resulta de uma falha nos mecanismos normalmente
responsaveis pela manutencédo da auto-tolerancia dos linfécitos B, linfécitos T ou
ambos. A tolerancia aos antigenos proprios normalmente € mantida por processos
de selecdo que impedem a maturacdo de alguns linfécitos especificos para
antigenos proprios e por mecanismos que inativam ou deletam linfécitos auto-
reativos que amadurecem. A perda da tolerancia pode resultar de sele¢cdo ou
regulacdo anormal dos linfocitos autoreativos e por anormalidades na forma de
apresentacao dos antigenos proprios ao sistema imune (ABBAS e LICHTMANN,
2005). Os principais fatores responsaveis pelo desenvolvimento da autoimunidade
sdo a susceptibilidade genética e os desencadeantes ambientais como as
infeccbes. Como a maioria das doencas autoimunes é poligénica, os individuos
afetados herdam multiplos polimorfismos genéticos que contribuem para a

susceptibilidade a doenca (RIOUX e ABBAS, 2005) (FIGURA 4).
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a
Genotipo Doencga
(Ex.: mutagdo AIRE) (Ex.: mutagdo APS1)
b
Fatores genéticos Fator ambiental
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Eventos
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Redugdo da
expressao timica
de auto-antigenos

Redugido na ativagdo de Estadb da doerics

linfacitos auto-reativos complexo
autoimune
Inativagdo defeitunsa ou
eliminagéo de -
linfacitos auto-reativos JA, %
Mivel Harmanal 5 7
L |r. 4
B

Outros fatores ambientais
(Ex.: fuma, alimentagdo)

Fator ambiental '
(Ex.: gravidez)

FIGURA 4. Modelo da patogénese das doencas autoimunes. (a) Alteracdo em um
anico gene. (b) Doenca poligénica. Modificado de Rioux & Abbas. Paths to
understanding the genetic basis of autoimmune disease. Nature, 2005; Jun 2:
584-589.

Os principais mecanismos de tolerancia de linfécitos sdo a inducédo de
morte celular por apoptose denominada de eliminacdo clonal (delecdo); a
inativacéo funcional sem a morte celular denominada de anergia e a supresséao da
ativacdo e funcdo efetora dos linfocitos por linfécitos regulatérios. A tolerancia

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

periférica, h& a contribuicdo dos trés mecanismos (ABBAS e LICHTMANN, 2005).
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2.3 Sistema FAS/FASL

A proteina Fas, molécula glicosilada da superficie celular, com massa
molecular relativa de cerca de 45 000 a 52 000 kD (335 residuos de aminoacidos)
pertence a superfamilia do receptor de TNF/NGF. Esta superfamilia de receptores
de morte contém um dominio de morte intracelular essencial para a traducéo do
sinal apoptotico (SCHULZE-OSTHOFF e cols., 1998). Os receptores de morte sao
ativados por seus ligantes naturais pertencentes a familia do TNF. Sdo em geral
proteinas transmembranares sendo convertidos em uma forma soluvel pela
atividade de metaloproteases. Para o Fas-L foi verificado que tanto a forma
soluvel quanto a forma ligada a membrana tem atividade (SUDA e cols., 1997,
SCHNEIDER e cols., 1998 KRAMMER, 1999) e que a ligacdo da forma solavel
com a matriz extracelular aumenta sua atividade (AOKI e cols., 2001). Apesar da
expressao de Fas ser abundante na superficie celular, as células freqientemente
sao resistentes ao FasL, indicando que a via de sinalizacdo intracelular pode ser
bloqueada. A apoptose induzida pela via Fas/FasL pode ser bloqueada pela
endocitose dos receptores, pelo FasL soluvel durante a transducao do sinal, pelas
FLIPS (proteinas inibitérias do FLICE), no estagio efetor pela CrmA (cytokine
response modifier A), por p35 ou por caspases inibidoras da apoptose (IAPSs),

(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 so esta
expressa nas células T ativadas. FasL é€ restrita a poucos tipos celulares tais como
células T, macréfagos e células de tecidos imunologicamente privilegiados como o
testiculo e olhos. Foi proposto que Fas-L protege estes tecidos por induzir a morte
de células T citotoxicas, Fas sensiveis, que infiltram estas zonas. A ligacdo de
FasL com Fas resulta em apoptose que é responsavel pela manutencdo da
tolerancia periférica e para o término de resposta imune (KRAMMER, 1999;
KRAMMER, 2000).

As células T maduras tém pelo menos duas vias apoptoticas (LENARDO,

1996; VAN PARIJS e ABBAS, 1996). A primeira, que envolve o sistema Fas/FasL,
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denominada morte induzida por ativacdo-AICD (activaction-induced cell death) é
uma morte ativa, direcionada por antigenos, onde receptores de morte da
membrana plasmatica sdo mobilizados. A outra forma de morte celular, a morte
passiva ou por negligéncia independe de Fas/FasL e ocorre ao término da
resposta imune. Ela esta relacionada a privacdo de estimulos de sobrevivéncia
tais como fatores de crescimento ou co-estimuladores, 0 que provoca rapido
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e liberagdo do citocromo ¢
para o citosol (VAN PARIJS e ABBAS, 1996). As duas formas de morte celular
possuem bases moleculares distintas. A morte por negligéncia pode ser inibida
por moléculas da familia do Bcl-2 como Bcl-2 ou o Bcl-x. O mesmo nao é
observado em relacdo a AICD ja 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-estimulatorios, como a ligacdo da molécula
CD28 em moléculas B7 (CD80 e CD86) (BOISE e cols.,1995; LAGRESLE e
cols.,1996) permitem a manutencdo da expressdo destas proteinas. Por outro
lado, a medida que o antigeno é eliminado, a disponibilidade de citocinas e de
sinais co-estimulatorios diminuem (VAN PARIJS e ABBAS, 1996). Neste ambiente
competitivo, poucas ceélulas conseguem escapar da morte; os linfocitos
persistentes sdo aqueles componentes da populacdo de memdria imunolédgica
(AKBAR e SALMON, 1997; VAN PARIJS e ABBAS, 1998).

O sistema Fas/FasL esta envolvido no processo apoptético que ocorre
durante a maturacdo das células T. As células precursoras de células T se
originam na medula 6ssea e migram para o timo onde elas se tornam maduras e

sofrem selecdo negativa ou positiva para produzir células T positivas CD4+ ou
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CD8+ (PALMER, 2003). A selecéo negativa deleta potencialmente timdcitos auto-
reativos potenciais gerando um repertorio de células T periféricas autotolerantes
(SPRENT e KISHIMOTO, 2001; STARR e cols., 2003). Durante este processo as
células T precursoras morrem por apoptose em varios estagios de seu
desenvolvimento. As células precursoras que expressam receptor de célula T
(TCR) que interagem com o complexo de histocompatibilidade (MHC) proprio,
expresso no epitélio timico sdo selecionadas (selecdo positiva) enquanto que
aguelas que ndo podem interagir com o MHC proprio morrem por apoptose (VON
BOEHMER, 1994). Por outro lado, as células precursoras que interagem
fortemente com antigenos complexados ao MHC sdo mortas por selecéo negativa
(NOSSAL, 1994). Mais de 95% das células T precursoras que migram para o timo
morrem neste orgdo 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 responsaveis pelo inicio da
apoptose nas células T periféricas. A interacdo do Fas com seu ligante
desencadeia uma série de eventos intra-celulares. Os dominios de morte se
acoplam com as proteinas adaptadoras que iniciam a ativacdo de caspases
através dos dominios efetores de morte resultando em morte celular (PALMER,
2003). No sistema imune a morte de células Fas positivas por apoptose contribui
para as funcdes citoliticas efetoras e para o término das respostas imunes
especificas através da morte celular induzida pela ativacdo (GREEN e SCOTT,
1994; RUSSELL, 1995). Além disso existem evidéncias de que a via FAS néo é o
Gnica via requerida para a delecdo dos timdcitos autoreativos embora sob

condicbes com altas concentracdes de antigeno, a expressao de Fas aumenta a
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eficiéncia da selecdo negativa (KISHIMOTO e cols.,, 1998; SPRANT e

KISHIMOTO, 2002) (FIGURA 6).

microvesicles

Tissue cell Cell autonomous
suicide :
T cell homeostasis Cytotoxicity

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

A estimulacdo antigénica de células T cronicamente ativadas induz a
expressdo de FasL, resultando em fratricidio entre linfécitos, um importante
mecanismo de imunoregulacdo, que elimina preferencialmente células T CD4+ e
linfécitos B ativados no final da resposta imune (VAN PARIJS e ABBAS, 1996).

Linfocitos ativados séo inicialmente refratarios aos efeitos da ligacdo Fas-FasL e

o aumento da susceptibilidade a inducdo de apoptose via Fas-FasL esta
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associada ao encontro com o antigeno, o que garante a correta expansdo da

populacao linfocitaria no sitio inflamatério (BOISE e THOMPSON, 1996).

2.4 Modelo animal

Os trabalhos de BIELSCHOWSKY e colaboradores (1959) relatam a
histéria natural da doenca auto-imune em camundongos NZB. Estudos posteriores
de HELYER e HOWIE (1963) demonstraram a ocorréncia de uma forma de
glomerulonefrite, semelhante a observada no LES, em prole de animais hibridos
de NZB X NZW. Esses achados permitiram um melhor conhecimento sobre
fatores genéticos e imunologicos envolvidos na patogénese do lupus sistémico
murino (HOWIE e HELYER, 1963; MILICH e GERSHWIN, 1981). Os animais NZB
apresentam multiplas alteracdes em linfocitos T e B tendo sido identificados
poucos loci de segregacao independente que influenciam a expressao de cada
uma das modificacbes (ROTHS e cols., 1984).

Com o surgimento de cepas de camundongos apresentando
linfoproliferacdo associada a mutacdo recessiva autossbmica do gene |Ipr
(MURPHY e ROTHS, 1977), do gene gld (ROTHS e cols., 1984) e o fator de
aceleracdo auto-imune associado ao cromossoma Y em camundongos BXSB/Mp
(MURPHY e ROTH, 1979) foi possivel estudar o efeito de genes unicos nas
doencas auto-imunes.

Os genes Ipr (de linfoproliferacédo) e gld (de doenca linfoproliferativa
generalizada) sdao mutacfes autossdmicas recessivas, espontaneas, dos genes
de Fas ou do FasL, respectivamente. Nestes animais ha a inducdo da producéao
de auto-anticorpos e linfadenopatia devido ao acumulo de células T duplo

negativas CD47/CD8 em varias cepas de camundongos. Estas mutacdes também
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causam varias doencas auto-imunes em combinacdo com certos background
genes. A doenca mais grave ocorre no camundongo da cepa MRL que
desenvolvem auto-anticorpos anti-DNA e nefrite auto-imune mesmo sem a
presenca de mutacdo em Ipr (ROTHS e cols., 1984). Camundongos MRL-Ipr/lpr
exibem altos niveis de auto-anticorpos incluindo anti-DNA, anti-Sm, fator
reumatoéide, nefrite auto-imune, vasculite e artrite, sendo que metade dos animais
morrem em torno do 5° més de vida. O inicio da doenca auto-imune apresenta-se
de maneira acelerada nestes animais e ha o aparecimento do fenétipo de
linfoproliferacdo (KELLEY e ROTHS, 1985). Na periferia as células T maduras
também sofrem selecdo: aquelas que reconhecem antigenos préprios sao
inicialmente ativadas e morrem por apoptose (delecéo clonal periférica) (WEBB e
cols., 1990).

A mutacéao gld surgiu na cepa inbred de camundongos C3H/HeJ (ROTHS e
cols., 1984). O fenodtipo de camundongos C3H/gld nao difere dos animais C3H/Ipr
sugerindo que os dois tipos de mutacdes afetam as mesmas vias da diferenciacao
dos linfécitos. Entretanto, Ipr e gld ndo sdo alélicos e ndo se complementam, de
forma que os duplo-heterozigotos sdo completamente normais (SELDIN e cols.,
1988). Os aspectos clinicos do fenotipo gld reproduzem aqueles presentes nos
animais C3H/lpr (ROTHS e cols.,, 1984). Os animais C3H-gld apresentam
linfadenopatia generalizada e esplenomegalia leve nos primeiros trés a cinco
meses de vida concomitantemente com hipergamaglobulinemia e altos niveis de
IgG2 e anticorpos anti-nucleares incluindo anticorpos anti-DNA de dupla fita. A
anemia esta presente em cerca de 50% dos animais assim como linfocitose e
eosinofilia. Os linfonodos tém aspecto reacional com proliferacdo de linfocitos,

histiocitos, plasmécitos além de fibrose. No rim apresentam deposi¢cdo mesangial
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de imunoglobulinas sem sinais clinicos de nefrite. Apesar da intensa
linfoproliferacdo os animais ndo desenvolvem neoplasias nem espontaneamente e
nem apos transplante (ROTHS e cols., 1984). O fenétipo das células T de animais
gld é semelhante ao do animal Ipr. A maioria das células sdo CD4", CD8’, CD2,
IL2R", Ly22", Ly24*. Estas células T apresentam varios sitios de ligacdo para
lectinas normalmente vistas em células B (COHEN e EISENBERG, 1991). Sob o
ponto de vista funcional s&o hipo-responsivas tanto em culturas mistas de
linfécitos quanto no teste de proliferacédo direta da concanavalina A (DAVIDSON e
cols., 1985; YUI e cols., 1988). No rim, além da deposicdo de imunoglobulinas
ocorre infiltrac&o linfocitaria nos espacos 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 doenca renal semelhante a nefrite lUpica, sendo que em
54% dos animais as lesGes eram focais ou ausentes. A presenca de complexos
imunes, detectados por técnica de imunofluorescéncia direta em animais com
idade entre 8 e 41 semanas demonstrou que, a partir da 222 semana, ocorre

deposicdo de complexos imunes no mesangio.

2.5 Terapia Celular

O uso terapéutico de células-tronco adultas para o tratamento de doencas
cronico-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 éssea
sdo capazes de contribuir para a regeneracdo de varios tipos de tecidos nao

hematopoéticos como musculo esquelético (BRAZELTON e cols., 2003;
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CAMARGO e cols., 2003), endotélio (XU, 2007; GOLLEDGE e cols., 2007), figado
(LAGASSE e cols., 2000), trato digestivo e respiratério (OKAMOTO e cols., 2006;
LOEBINGER e JANES, 2007 ) rim (SUGIMOTO e cols., 2006), neurdnios (MEZEY
e cols., 2000; WEIMANN e cols., 2003) e cardiomidcitos (TOMITA e cols, 1999;
ORLIC e cols., 2001).

As células-tronco adultas estdo presentes na maioria dos tecidos que se
auto-renovam como pele, trato intestinal e sistema hematopoiético. Na medula
O0ssea, coabitam dois sistemas de células-tronco: as ceélulas-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 formacdo das células sanguineas elas
apresentam uma grande plasticidade, podendo originar células do trato
gastrointestinal, da pele, do figado e do pulmé&o (KRAUS e cols., 2001).

O ensaio classico para a caracterizacdo das HSCs de murinos mostra ser
capaz de reconstituir, a longo prazo, todas as linhagens de células sanguineas
apos transplante em receptores letalmente irradiados. As HSCs da medula 6ssea
nao expressam marcadores de superficie normalmente presentes nas células
hematopoéticas comprometidas mas exibem altos niveis do antigeno de célula-
tronco 1 (sca-1) e KIT. Esta sub-populacdo Lin'sca-1*KIT, constitui 0,5% da
medula 6ssea e contém um grupo de células CD34'FLT3'CD150" com atividade
de reconstituicdo a longo prazo e outra CD34'FLT3  com capacidade de auto-
renovacao limitada. Existem evidéncias de que uma unica célula-tronco, Lin" sca-
1'KIT" é capaz de reconstituir todas as linhagens hematopoéticas (WILSON e
TRUMP, 2006). Além disso, ha uma subpopulacdo das HSCs com capacidade de

reconstituicdo a longo prazo, capazes de promover a liberacdo ativa do corante de
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DNA Hoeschst 33342. Esta propriedade é utilizada para o seu isolamento e
identifica uma subpopulacdo denominada de side population (SP) (GOODELL e
cols., 2005). Além da medula 6ssea as SPCs sao encontradas em muitos outros
tecidos que contém células-tronco tecido-especifico e em diversas espécies
animais como camundongos, porcos, macacos e humanos. Todos esses estudos
sugerem uma intima associac¢do entre o fenétipo SP com a funcionalidade das
células-tronco adultas (ASAKURA e RUDNICKI, 2002). Quando injetadas em
camundongos mielo-depletados este tipo celular € capaz de formar hepatdcitos,
midcitos esqueléticos e células das linhagens hematopoéticas (MOLLURA e cols.,
2003).

As MSCs estao presentes no estroma da medula 0ssea, imersas na matriz
extracelular. Sao células aderentes in vitro, tem aspecto fibroblastéide e séo
capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares. As MSCs sao células
pluripotentes com potencial de diferenciacdo em multi-linhagens (ectoderma,
endoderma e mesoderma). Elas foram identificadas em varias espécies animais
incluindo humanos, roedores e primatas e em tecidos extra-medulares como
tecido adiposo, foliculos pilosos, tecido subcutaneo do couro cabeludo e ligamento
periodontal e ainda em tecidos pré-natais como placenta e corddo umbilical
(KAMPRERA e cols., 2006). Em camundongos adultos as MSC estao presentes
em quase todos os tecidos e 6rgédos tais como cérebro, baco, figado, rim, pulmao,
medula 6ssea, musculo esquelético, timo e pancreas (MEIRELLES e cols., 2006).
A presenca destas células em organismos adultos sugere que elas tenham um
papel de reservatorio para a remodelacédo tecidual. Alguns fatores tais como o
fator de crescimento fibroblastico basico (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 proliferacdo das MSCs, interferir com seu processo de diferenciacdo, ao
manté-las no seu estado de multipoténcia (KAMPRERA e cols., 2005). A
semelhanca das HSC ja foi demonstrado a presenca de MSC circulantes
sugerindo que os compartimentos de tecido mesenquimal podem ser renovados
pelas MSCs presentes no sangue periférico (ROUFOSSE e cols., 2004). Nao
existe, até o momento, marcadores especificos para as MSCs. Elas sao
reconhecidas pela auséncia de marcadores de HSC, tais como CD45 e CD34,
auséncia de marcadores endoteliais (CD31 ou PECAM-1) e expressdo de uma
série de moléculas de superficie 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 | e Il, CD119/
receptor de interferon y) e quimiocinas podem ser expressas pelas MSCs. Baixos
niveis de marcadores também expressos por células neurais (nestina), endoteliais
(CD106) e epiteliais (receptor-1 do fator de crescimento epidérmico humano)
estdo também presentes nas MSCs (KAMPRERA e cols., 2006). Além da
capacidade regenerativa, as MSCs também possuem propriedades
imunoregulatérias: elas suprimem as reac¢des imunoldgicas tanto in vitro quanto in
vivo de forma ndo-MHC restrita (LE BLANC e cols., 2003; KAMPRERA e cols.,
2005).

Em condi¢cdes particulares, tais como na auséncia do timo ou apos
transplante de HSCs, foi descrita a existéncia de interagcbes funcionais entre
MSCs da medula éssea e linfocitos T. Em camundongos timectomizados a maioria
das células T aderentes ao estroma da medula 6ssea exibem fenétipo imaturo
indicando que o microambiente da medula 6ssea cria um suporte adequado para

0 desenvolvimento das células T. Apos o transplante de HSCs em humanos foi
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verificado que as MSCs da medula éssea migram para o timo onde elas
participam na selecdo positiva de timocitos. Além disso, as MSCs derivadas da
medula 6ssea de camundongos promovem a regulacdo negativa da resposta de
células T virgens e de memoria antigeno-especifica para seu peptideo cognato.
Elas também induzem o aumento significativo da sobrevivéncia de transplantes de
pele MHC-mismatched, reduzem a incidéncia de rejeicdo da doenca do enxerto
versus hospedeiro apés 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 funcdes das células B, das
células natural killer e a diferenciacéo e funcéo de células dendriticas derivadas de
monaocitos (KAMPRERA e cols., 2006).

Ja estd bem documentado que células da medula 6ssea contribuem para a
manutencao e reparo dos diferentes compartimentos do rim incluindo o endotélio
(ROOKMAAKER e cols., 2003; IKARASHI e cols., 2005; LI e cols., 2006),
mesangio (ITO e cols., 2001; IMASAWA e cols., 2001; MASUYA e coals., 2003) e 0
compartimento tubulo-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 frequiéncia de incorporacao tecidual das células derivadas
da medula 6ssea, motivando o questionamento da plasticidade das células adultas
da medula 6ssea e sua relevancia fisiolégica 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
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doador (POULSOM e cols., 2001) e no outro, que somente 1% dos tabulos
apresentavam células do doador (GUPTA e cols., 2002).

DUFFIELD e colaboradores (2005) estudaram a reparacao renal no modelo
de isquemia-reperfusdo em camundongos quiméricos expressando a proteina
verde fluorescente - GFP (green fluorescent protein) ou p-galactosidase ou o
cromossoma Y exclusivamente em células derivadas da medula 6ssea. Os
autores verificaram que células da medula 6ssea transplantadas neste modelo
nao contribuem diretamente para a regeneracéo renal. Elas teriam uma pequena
participagdo na repopulacdo do endotélio vascular o que poderia contribuir
indiretamente para a melhora da isquemia destes animais.

LIN e colaboradores (2005) no modelo de isquemia- reperfusao renal, em
camundongos transgénicos que expressam a proteina GFP. Demonstraram que
apos o transplante de células derivadas da medula Gssea, realizado duas horas
depois da agressdo renal, elas comecam a surgir no rim apés dois dias,
primeiramente no intersticio e glomérulos e apds sete dias nos tubulos,
perfazendo neste compartimento somente cerca de 1% das células tubulares e
portanto tendo uma pequena contribuicdo para a regeneracdo tubular (LIN,
MORAN, IGARASHI, 2005).

Este trabalho tem como objetivo verificar a capacidade de células
mononucleares obtidas da medula 6ssea atuar no reparo da lesdo renal de
animais Balb/c gld (glomerulonefrite proliferativa), construindo duas hipoteses:
Hipotese substantiva: ha influéncia positiva das células da medula 6ssea na
glomerulonefrite proliferativa.

Hipotese nula: ndo ha influéncia positiva das células da medula 6ssea 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 6ssea sobre a evolugédo das lesbes renais em

camundongos Balb/c gld.

3.2 Objetivos Especificos

. Avaliar o nivel de proteinuria desenvolvido pelos animais Balbc/c gld antes

e apoés a injecao de células mononucleares da medula éssea autologas;

. Avaliar morfolégicamente a lesdo renal desenvolvida pelos animais Balb/c
gld antes e apds a injecao de células mononucleares da medula éssea autologas.
. Avaliar semi-quantitativamente e por histomorfometria a lesdo glomerular
desenvolvida pelos animais Balb/c gld antes e apdés a injecdo de células
mononucleares da medula 0ssea autélogas.

. Avaliar por imunofluorescéncia direta a deposi¢cao de imunoglobulinas A, M
e G e a fracdo 3 do complemento nos rins de animais Balb/c gld apos a injecéo de

células mononucleares da medula éssea autologas.

. Avaliar quantitativamente o nivel de complexos imunes circulantes (IgM e
IgG) em animais Balb/c gld e apds a injecao de células mononucleares da medula

0ssea autodloga,

. Avaliar quantitativamente o nivel de anticorpos contra DNA de dupla fita
(IgM e IgG) em animais Balb/c gld e apos a inje¢do de células mononucleares da

medula éssea autologas;

. Avaliar quantitativamente o nivel de anticorpos anti-histona (IgM e IgG) em
animais Balb/c gld e ap0s a injecdo de células mononucleares da medula 6ssea
autéloga.
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4. METODOLOGIA

Todos os procedimentos que envolveram a manipulagdo animal foram
executadas de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (1991).

4.1. Caracterizagao da Leséo 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 a perfuséo vascular com 500 ml de salina (NaCl a 0.9%) acrescida de
5.000 U de heparina. A perfusédo foi realizada com scalp niumero 23G (Med Vein)
posicionado no ventriculo esquerdo. Apés 20 minutos de perfusdo os rins foram
retirados e cortados longitudinalmente, sendo uma metade fixada em solucdo de
Gendre por 4 horas e posteriormente, em formaldeido a 10% tamponado, por 12
horas. Estas amostras foram desidratadas em solugdes 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 —70°C para ser utilizada posteriormente no ensaio de

imunofluorescéncia direta, descrito abaixo.

4.2. Protocolo da Experimentacao
Camundongos Balb/c e Balb/c gld fémeas, com idades de 5 meses,
pesando 25-40g fornecidos pelo Biotério Central da Fundacdo Oswaldo Cruz

foram mantidos no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia, em
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condi¢cdes sanitarias adequadas (sala com temperatura e umidade controladas).
Os animais receberam ragdo balanceada comercial (Purina) e agua ad libitum.
Ap6s um periodo de aclimatacdo de 2 semanas os animais foram distribuidos

aleatoriamente em 5 grupos com 4 animais cada:

MM

i \& ey GLD MOM
/ \

GLD PES

GLD

1. Animais Balb/c gld com 5 meses submetidos ao transplante de células
mononucleares da medula 6ssea (MOM) — GLD MOM;

2. Animais Balb/c gld com 5 meses que receberam somente injecdo do veiculo
(PBS) — GLD PBS;

3. Animais Balb/c gld com 5 meses que nao sofreram qualquer tipo de
tratamento — GLD;

4. Animais Balb/c com 5 meses que receberam somente injecdo do veiculo
(PBS) — Balb/c PBS;

5. Animais Balb/c com 5 meses que n&o sofreram qualquer tipo de tratamento —

Balb/c.
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Os animais teste (GLD MOM) foram sacrificados 30 dias apdés a injecao das
células mononucleares da medula éssea, quando os mesmos completavam 6
meses de vida. Juntamente com esses animais, 0s grupos controle (GLD PBS,
Balb/c PBS e Balb/c) também foram sacrificados. Antes do sacrificio foi retirado

sangue dos animais através de puncéo do plexo retro orbitario.

4.3 Protocolo de Obtencdo e Isolamento das Células Mononucleares da
Medula Ossea

As células de medula éssea foram obtidas de camundongos Balb/c jovens,
singeneicos. Para obtencdo os animais foram submetidos a anestesia com
gquetamina (35 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg) por via intraperitoneal e sacrificados por
tracdo medular. O fémur e tibia dos animais foram expostos, sendo retirada pele e
tecido muscular; em seguida as epifises distais e proximais foram cortadas. A
medula 0ssea foi obtida por “flushing” de tampé&o fosfato salina (PBS) pH 7,4 com
agulha 25 X 7 (codigo 22gl, Becton Dickinson, USA) e dissociadas por
homogeneizacdo. A suspensao celular obtida foi submetida a separacdo por
gradiente de Percoll ® (Pharmacia, Uppsala, Suecia) na densidade de 1,077
g/cm®, por 25 minutos & temperatura ambiente. As fracdes de células
mononucleares correspondentes ao anel formado durante a centrifugacdo, foram
recolhidas. Seguiu-se entdo a lavagens com PBS para retirada do Percoll e
quantificacdo das células mononucleares em camara de Neubauer. Um total de
1x10° células foram ressuspensas em 200 uL de PBS . Antes do uso, a suspensao
celular foi levada a estufa a 37°C por 25 minutos, aspirada em seringa de insulina

e mantida por um periodo maximo de 20 min a 37°C até sua utilizacdo. A
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suspensdao celular ou PBS foi injetada através da veia caudal nos animais teste e

controle, respectivamente.

4.4 Proteinaria de 24 horas

Trinta dias apos a injecdo 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 metabdlicas para possibilitar a coleta
de urina.

A proteindria foi quantificada através do método colorimétrico pelo
Vermelho de Pirogalol (Proteinuria PP, Gold Analisa Diagnostica test, MG, Brasil).
Todos os ensaios foram realizados segundo as instru¢cdes fornecidas pelo
fabricante.

O volume urinario / 24 horas de cada animal foi medido e colocado em
tubos de ensaio. Apés agitacdo e incubacdo a 37°C durante 10 minutos as
amostras de urina foram analisadas quanto a presenca de proteina por
espectrofotometria (Hitachi U 1000, Ozaka, Japan) em comprimento de onda de
600 nm. O célculo de concentracdo de proteina das amostras foi obtida através

da seguinte férmula:

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

onde, Ct = concentracdo do teste; At = Absorbancia do teste; Ap = Absorbancia do padréo.

4.5 Obtencao e processamento das amostras de rim
Os animais foram anestesiados com solugdo de quetamina 35mg/kg e

xilazina 9mg/kg, por via intraperitoneal e submetidos a perfusdo vascular com
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500ml de salina (NaCl a 0.9%) acrescida de 5.000 U de heparina. A perfuséao foi
realizada através de puncdo cardiaca em ventriculo esquerdo, por 20 minutos,
através do uso de scalp numero 23G (Med Vein). Apds a perfusdo os rins foram
retirados e cortados longitudinalmente, sendo uma metade fixada em solucéo
fixadora de Gendre por 4 horas e posteriormente em formaldeido a 10%
tamponado, por 12 horas. Os rins foram desidratados em solucdes 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 —70° C até o uso.

4.6 Estudo Morfoldgico
Cortes histologicos com 3 um de espessura foram obtidos em micrétomo
rotativo e corados pela hematoxilina-eosina (HE) e acido periddico-reativo de

Schiff (PAS).

4.7 Estudo histomorfométrico

Para o estudo histomorfométrico foram capturadas imagens através de
camara fotogréfica digital Evolution VF (Media Cybernetics, Silver Spring, USA)
acoplada a microscoépio Optico Eclipse E800 (Nikon, Japan) e a um computador.
As quantificacdes foram feitas nas imagens obtidas (2048 x 1536 pixels buffer)
usando o sistema de andlise de imagens IMAGE PROPLUS 4.5.1 (Media

Cybernetics). Os seguintes parametros foram verificados:

4.7.1. Celularidade glomerular

As imagens histologicas 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 nucleos das células existentes no tufo glomerular e divididos
pela area do tufo glomerular. O resultado foi expresso como a média de

células/glomérulo/animal.

4.7.2 indice de expansdo mesangial (densidade de superficie

mesangial)

As imagens histologicas 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 indice de area glomerular que consiste na relacdo area de mesangio / area do

tufo glomerular.

4.7.3 Estudo semi-quantitativo do mesangio/esclerose mesangial

O mesangio / esclerose mesangial também foi quantificado através de um
sistema de pontuacdo (escore) obtido de cortes histolégicos corados pelo PAS
seguindo o seguinte critério: O=auséncia 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 Imunofluorescéncia Direta para detec¢cao da deposicao de IgM, IgA, IgG e
C3

Cortes congelados das amostras de tecido renal com 3um 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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fluoresceina (FITC) (Sigma, Saint Louis, USA), anti-imunoglobulina M (IgM) —
FITC (Sigma) anti-imunoglobulina A (IgA) — FITC (Sigma), C3 de camundongo
(fracdo 3 do complemento) — FITC (Cappel, PA, USA) e visualizados em
microscopio de epifluorescencéncia Eclipse-800 (Nikon, Japan).

Os protocolo descrito a seguir foi utilizado para todos os anticorpos. Antes
do inicio das reacgdes, 0s cortes permaneceram por quinze minutos a temperatura
ambiente sendo a seguir lavados com PBS em trés repeticbes de dez minutos
cada. Para bloqueio das ligacdes inespecificas foi utilizado PBS-BSA a 5% por
uma hora em camara umida. A seguir foi feita a incubacédo por uma hora dos
anticorpos primarios diluidos em PBS nas seguintes concentra¢des: anti—-IgM
FITC 1:.60, anti-IgA FITC 1:60 e anti-lgG FITC 1:60 e anti-C3 FITC 1:100. Em
seguida, os cortes foram lavados com PBS - Tween 0,25% em duas repeticdes de
cinco minutos cada. Logo apos, foram lavados com PBS - Tween 0,25% em duas
repeticbes de cinco minutos cada e a seguir em agua destilada. Os cortes
histoldgicos foram contracorados com Azul de Evans 0,0005% por cinco minutos e
montados com vectashield (Vector Laboratories, CA, USA).

Como controles negativo da reacdo foram utilizados cortes congelados

incubados com soro de camundongo nao imune.

4.9 Dosagem de Imunoglobulinas (IgM e IgG) e anticorpos especificos (DNA
de dupla fita e histona)

Os soros provenientes de sangue obtido por sangria através de plexo retro
orbitario dos animais dos diferentes grupos experimentais, foram mantidos a -
20°C até a sua utilizacdo. As concentracoes de IgM e IgG totais foram aferidas

utiizando teste imunoenzimatico (ELISA), como classicamente descrito.
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Resumidamente, placas de 96 pocos com fundo chato (Greiner labortechnik,
Alemanha) foram sensibilizadas com anticorpos de anti-mouse IgM ou anti-mouse
IgG (2 ug/ml) (Southern Biotechnology, AL, USA) overnight e posteriormente
bloqueadas com PBS + 1% gelatina (Vetec, Sdo Paulo, Brasil) durante trinta
minutos a 37°C. Os soros foram diluidos em PBS + 1% gelatina + 0,1% Tween 20
(Sigma) e incubados overnight a 4°C. Ap6s lavagem com PBS contendo 0,1%
Tween 20, foram adicionados anticorpos secundarios anti-mouse IgM ou anti-
mouse 1gG conjugados com peroxidase (Southern Biotechnology, AL, USA) e
incubados durante noventa minutos a 37°C. Apés nova lavagem com PBS + 0,1%
Tween, a revelacdo foi feita com tampéo citrato contendo 0,5 mg/ml de OPD
(Sigma) e 10 pl/ml de H,0O, a 3% (Sigma) e parada com solugao de H,SO4 2M. A
densidade otica foi obtida através de leitura em espectrofotometro de placa, com
filtro de 492 nm. As concentracfes de IgM e IgG totais foram calculadas a partir
de uma curva padrao de IgM e IgG murina, respectivamente (Caltag, CA, USA).

Para a dosagem de anticorpos especificos, 0 mesmo procedimento foi usado,
exceto pela sensibilizacdo das placas feita com 5 pg/mL os antigenos dsDNA e
histona purificados (Sigma). Os resultados foram expressos em valores de

densidade Gtica para diluicdo dos soros de 1:100.

4.10 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise estatistica com auxilio do
programa Microsoft Excel® e SigmaStat®.

Os resultados da andlise histomorfométrica dos grupos foram expressos
sob a forma de média + desvio padrao. Na comparacdo de mais que duas médias

em uma Unica variavel categodrica independente (fator), aplicou-se o teste de
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Andlise de Variancia (ANOVA) e o pdés-teste Student-Newman-Keuls. Valores de
p<0,05 foram considerados significativos. Quando os dados eram néo
paramétricos, foram descritos como mediana [intervalo de confianca] e a analise

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

Keuls.
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5 RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo do modelo

Os animais Balb/C do sexo feminino, com 3, 5 e 7 meses de idade nao
apresentaram modificagbes da estrutura glomerular como demonstrado na
FIGURA 7 (A-C).

Quanto aos animais gld, foi observado na coloragdo 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
proliferacé@o focal ou segmentar de células mesangiais (FIGURA 7 D), levando ao
aumento significativo (p<0,05) do nimero de células quando comparado com 0s
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
relacdo aos animais gld 3 meses (p< 0,05).

Animais Balb/c 3, 5 e 7 meses de idade, ndo mostravam alteragbes nos
componentes do corpusculo renal, logo, os glomérulos estavam dentro dos
padrbes de normalidade, como demonstrado na FIGURA 8 (A-C).

Estudando a matriz mesangial dos animais gld de 3 meses de idade, foi
observado, na coloracdo 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 escleroticos.

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

ou com menos células, neste Ultimo 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
lesBes glomerulares semelhantes as observadas nas fémeas, elas eram menos

proeminentes, dados ndo mostrados.

A SR

FIGURA 7 - Fotomicrografias representativas do glomérulo em animais Balb/c e
Gld. (A) Balb/c com 3 meses, apresentando estrutura renal com glémérulo
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. Coloragéo pela H&E. Aumento original: 400x.



FIGURA 8 - Fotomicrografias representativas do glomérulo nos animais Balb/c e
Gld. Glomeérulos 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 exuberancia do eixo
mesangial que se mostra quase totalmente esclerético (hipocelular e com
reatividade tintorial ao PAS). Coloracéo pelo PAS. Aumento original: 400x.



5.1.1. Andlise do numero de células glomerulares

N&o houve diferenca no nidmero 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 nimero de células no

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

9).
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FIGURA 9 - Namero de células no glomérulo renal dos animais Balb/c e gld. H&
aumento significativo de células no glomérulo dos animais gld a partir de 3 meses

Gld5 Gld 7

guando comparados com animais Balb/c (p< 0,05).

* p<0,05 vs. demais grupos.

40



41

5.1.2. indice de Expansdo Mesangial (Densidade de superficie
mesangial)

Os animais gld de 3, 5 e 7 meses mostraram aumento significativo da
densidade de superficie mesangial em comparacdo aos animais Balb/c (p<0,05)
(FIGURA 10). Os animais gld de 5 e 7 meses, quando comparados entre si, ndo
mostram diferenca. J& os animais Balb/C de 3, 5 e 7 meses de idade, néo

demonstraram diferenca entre si, por isso foram agrupados.
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FIGURA 10 - Densidade de superficie mesangial nos animais Balb/ce gld 3,5e 7
meses. Os animais gld apresentam maior densidade de superficie mesangial
(p<0,05) em relagédo aos animais Balb/c. Nao foi observada diferengca entre os
animais gld 5 e 7 meses.

* p<0,05 vs. demais grupos.
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5.1.3. Anélise de Imunofluorescéncia direta

Em relacdo a imunofluorescéncia direta, verificamos que os animais gld
apresentam deposicdo em pequena quantidade de imunoglobulinas A, M e G e
C3 no mesangio glomerular. Estes depdsitos aumentaram progressivamente em 5
e 7 meses de idade dos animais, estando representado abaixo o resultado
referente a animais de 5 meses. A deposicdo dos anticorpos ocorreu na regiao
mesangial principalmente e em algas capilares (FIGURA 11 B-E). Animais Balb/c

da mesma idade ndo apresentam reatividade aos anticorpos (FIGURA 11 F).
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FIGURA 11 - Imunofluorescéncia direta para deteccdo de imunoglobulinas em
seccOes de rim congelado cortados em criostato nos glomérulos renais de
animais gld de 5 meses de idade (A-E). (A) Controle negativo da reacdo em
seccdo de rim incubado com solucdo de PBS; (B) Anti-IgA-FITC; (C) Anti-lgG-
FITC; (D) Anti-lgM-FITC; (E) Anti- C3-FITC; (F) Animal Balb/c incubado com anti-
C3-FITC exibindo auséncia de deposi¢cao imune. Aumento original: 400x.
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5.2. Andlise da proteinaria / 24hs dos grupos experimentais

A proteindria em 24h foi a mesma tanto nos animais gld quanto nos
animais gld PBS. Apés a injecdo de MOM os animais gld MOM apresentaram
reducao significativa da proteinuaria (p<0,05) quando comparados com 0s animais

gld, gld PBS e Balb/c (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - Gréfico da concentracdo de proteina na urina (mg/24h) dos grupos
controles e experimentais. Animais Gld MOM demonstraram diminuic¢éo (p<0,05)
dos niveis de proteinaria em relagéo aos animais Gld e Gld PBS. A proteinuria
dos animais Balb/c PBS é semelhante ao dos animais Balb/c (p> 0,05).

* p<0,05 vs. Gld, GIld PBS e Gld MOM

* * p<0,05 vs. demais grupos
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5.3. Analise histopatoloégica dos grupos experimentais

Os camundongos Balb/c de 5 meses de idade, sem tratamento, foram
sacrficados apds um més, logo, estavam com 6 meses de idade e ndo mostraram
alteracdes da estrutura glomerular (FIGURA 13 A). Animais Balb/c com 5 meses
de idade, injetados com PBS e sacrificados apdés um més, também nédo exibem
modificacdes da estrutura glomerular (FIGURA 13 B). Camundongos gld com 5
meses de idade submetidos ou ndo a injecdo de PBS, sacrificados apés um més,
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 ap6s um més, demonstraram diminuicdo do

alargamento mesangial e diminuicdo da proliferacao celular (FIGURA 13 E).

FIGURA 13 - Fotomicrografias representativas dos glomérulos renais de animais
Balb/c e GId 5 de idade, sacrificados apés um més. (A e B) Balb/c e Balb/c PBS
respectivamente, demonstram estrutura glomerular preservada; (C e D) Gld e GId
PBS, respectivamente, demonstram hipercelularidade mesangial (cabeca da seta)
e esclerose focal e segmentar (seta); (E) Gld MOM diminuicdo do alargamento
mesangial e diminuicdo da proliferagéo celular. Coloragdo pelo PAS. Aumento
original: 400x.
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5.4. Analise do numero de células glomerulares dos grupos experimentais
Os animais gld MOM mostraram diminui¢do significativa (p<0,05) no
namero de células glomerulares em comparacdo com 0s grupos controles gld e

gld PBS como também em relacdo aos animais Balc/c (p<0,05) (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - Namero total de células por tufo glomerular dos grupos controles e
experimentais. Os animais gld MOM apresentam menor celularidade em relacdo
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. Indice de Expans&o Mesangial dos grupos experimentais
Nos animais gld MOM o meséangio dos glomérulos justa-medulares
mostraram-se significativamente diferentes (p<0,05), em relacdo aos animais

Balb/C, mas ndo em relacdo aos animais gld PBS (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Escore mesangial dos glomérulos justa-medulares. Observa-se
reducao significativa da expansao 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 mesangio dos glomérulos corticais mostraram-se
significativamente diferentes (p<0,05) em relacdo aos animais Balb/C, mas né&o

guando comparados com animais gld PBS (FIGURA 16).
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FIGURA 16 - Escore mesangial dos glomérulos corticais. Observa-se reducao
significativa da expansao mesangial nos animais gld MOM vs Balb/c.
* p< 0,05 vs. demais grupos
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5.6. Analise da Imunofluorescéncia Direta dos grupos experimentais

Os animais Balb/c 5 meses de idade, sacrificados ap6és um més, nao
apresentaram deposito glomerular de imunoglobulinas ou C3, como demonstrado
na FIGURA 17 (C, F, | e L). Por outro lado, todos os glomérulos dos animais Gld
PBS 5 meses, sacrificados apdés um més a injecdo de PBS, se mostraram reativos
para todos o0s anticorpos testados na regido mesangial, como demonstra a
FIGURA 17 (A, D, G e J). Os camundongos Gld MOM 5 meses de idade,
sacrificados apos um més a injecdo de MOM, verificou-se diminuicdo da
deposicao de IgM, C3, IgA e IgG na regidao mesangial, em relacdo ao grupo Gld,

como demonstra a FIGURA 17 (B, E, H e K).



Gld PBS Balb/c

FIGURA 17 - Imunofluorescéncia direta no rim de animais de 5 meses,
sacrificados apos um més. Balb/c, Gld PBS e Gld MOM. (A) Animais Gld com
depdsito de IgM no mesangio e em algumas alcas capilares; (B) Animais Gld
MOM evidenciando menor deposicdo de IgM do que os animais Gld PBS; (C)
Auséncia de depdsito de IgM em animais Balb/c; (D) Intensa deposicédo de C3 em
animais Gld PBS; (E) Menor deposicdo de C3 no mesangio de animais Gld MOM
em relacdo aos animais Gld PBS; (F) Auséncia de depdsitos de C3 no glomérulo
de animais Balb/c; (G) Depésito de IgA no meséangio de animais Gld PBS; (H)
Menor deposicdo de IgA nos animais Gld MOM em relacédo aos animais Gld PBS,;
() Auséncia de deposicdo de IgA nos animais Balb/c; (J) Deposito de IgG no
mesangio de animais Gld PBS; (K) Menor depésito de IgG no mesangio dos
animais Gld MOM em comparagdo com os animais Gld PBS; (L) Auséncia de
depdsito de IgG nos animais Balb/c. Aumento original: 400x.
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5.7. Analise 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 o0s animais Balb/c. O tratamento
com MOM ndo modificou os niveis circulantes de complexos imunes, como

demonstra a FIGURA 18.
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FIGURA 18 - Niveis 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 nao foi significativo (p> 0,05). Valores
expressos sob a forma de média de 3 animais / grupo + DP.
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5.8. Analise 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 ndo modificou a quantidade de anticorpos anti-DNA de

dupla fita, como demonstra a FIGURA 19.
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FIGURA 19 - Niveis circulantes dos anticorpos anti-DNA de dupla fita. Os animais
gld PBS e gld MOM apresentaram aumento de anticorpos anti-DNA de dupla fita
gquando comparados com os animais Balb/c. O gld MOM e gld PBS quando
comparados nao foi significativo (p> 0,05). Valores expressos sob a forma de
média de 3 animais / grupo + DP.
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5.9. Analise de anticorpos anti-histona (IgM e IgG) dos grupos experimentais

Animais gld PBS e gld MOM apresentaram maior quantidade de anticorpos
anti-histona (IgM e IgG) quando comparados com os animais Balb/c. O tratamento
com MOM nao modificou a quantidade de anticorpos anti-histona, como

demonstra a FIGURA 20.
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FIGURA 20 - Niveis 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 néo foi
significativo (p> 0,05). Valores expressos sob a forma de média de 3 animais /
grupo * DP.
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6. DISCUSSAO

Os animais Ipr e gld sdo caracterizados pela presenca de mutacdo
espontédnea nos genes de Fas e FaslL, respectivamente, e apresentam uma
alteracdo na via de apoptose induzida pelo sistema Fas/FasL (ROTHS, MURPHY
e EICHER, 1984). Como consequéncia da auséncia de morte celular por
apoptose das células imunes, estes animais desenvolvem uma doenca
linfoproliferativa e auto-imune de intensidade variavel que depende do
background genético dos camundongos (ROTHS, MURPHY e EICHER, 1984). Os
animais Ipr e gld, independente da cepa, apresentam autoanticorpos dirigidos

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

Os camundongos MRL Ipr desenvolvem uma forma glomerulonefrite ja bem
caracterizada (KELLEY e ROTHS, 1985), semelhante aquela apresentada por
animais que desenvolvem a doenca lupus-simile de forma espontdnea ou
induzida (LAMBERT e DIXON, 1968; 1ZUl e cols., 1977; ANDREWS e cols.,
1978; ROUBINUAN e cols., 1978; CAVALLO e GRANHOLM, 1990). Ao contrario
dos animais Ipr, os camundongos MRL gld exibem uma forma mais branda da
doenca (KELLEY e ROTHS, 1985) enquanto animais C3H-gld desenvolvem um
grau variavel de alteracdes glomerulares como hipercelularidade, necrose,
hialinizacdo, adesado capsular, espessamento da alca capilar e inflamacao
intracapilar. Cerca de 14% dos animais apresentam lesdo renal em grau
moderado a intenso semelhante a doenca humana. Em 54% dos animais as
lesbes sdo pouco expressivas ou inexistentes. Entretanto, todos os animais com
idade igual ou superior a vinte e duas semanas apresentam depoésitos de

complexos imunes no mesangio glomerular, deposicéo esta que se inicia com oito
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semanas de idade (ROTHS, MURPHY, EICHER, 1984). Animais C3H/gld
apresentam entre o terceiro e o quinto més de vida, deposicdo mesangial de
imunoglobulinas mas nédo desenvolvem nefrite clinica (COHEN e EISENBERG,
1991). O fendtipo de linfoproliferacdo e doenca 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 leséo renal mais pronunciada e de evolucdo mais
rapida do que os animais gld (KARRAY e cols., 2004). Algumas cepas de animais
geneticamente lupus-prone desenvolvem, a semelhanca da nefrite humana,
inflamacédo renal generalizada com progressédo para fibrose tubulo-intersticial e
glomeruloesclerose (ANDREWS e cols., 1978). Animais como o camundongo da
cepa NZM.2410 s6 desenvolvem glomeruloesclerose com inflamacéo glomerular
minima (SINGH e cols., 2003). Animais MRL Ipr desenvolvem inflamacao
glomerular e intersticial mas com progressdo limitada para fibrose e

glomeruloesclerose (ANDREWS e cols., 1978).

Em relacdo aos animais Balb/C gld utilizados neste trabalho ndo se tem
conhecimento de descricfes das lesdes renais. Os animais foram produzidos no
National Cancer Institute, NCI (Bethesda, MD, USA) (TAKAHASHI e cols., 1994) e
as descricbes deste animal somente se referem ao sistema imune e resposta
inflamatoria (BORGES e cols., 2001 e 2002; ZHANG e cols., 2004). O rim dos
animais Balb/c gld apresentaram, de forma homogénea, a partir de trés meses de
idade, modificacbes no compartimento glomerular como os ja descritos para 0s
animais C3H/gld (ROTHS e cols., 1984). Os animais Balb/c gld apresentam
uma forma de lesdo renal semelhante a nefrite lupica classe Il de humanos,

caracterizada por discreta hipercelularidade ou alargamento mesangial com
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depdsitos imunes localizados em mesangio (WEENING e cols., 2004). No
conjunto, as alteracdes vistas nos animais deste estudo sdo semelhantes aquelas
descritas para os animais gld tanto da cepa C3H quanto MRL (ROTHS, MURPHY
e EICHER, 1984) parecendo nao diferir daquelas dos animais Ipr (KELLEY e
ROTHS, 1985). Estes achados corroboram a hipotese de que estas mutacoes,
apesar de ndo serem alélicas, afetariam uma importante via metabdlica comum

para a diferenciacéo de linfoécitos 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 Ipr e gld e animais gld background
C57/BI6 e C3H/Hej (ROTHS e cols., 1984). A lesédo renal, caracterizada por
extensas areas de hialinizacdo mesangial era mais proeminente nas fémeas. Por

este motivo estes animais foram escolhidos para o presente experimento.

E bem conhecido o fato de que o LES é uma doenca que afeta
predominantemente as mulheres (90%) especialmente entre 15 e 64 anos (RUS e
HOCHBERG, 2002). Este dado, aliado ao fato de que os hormoénios sexuais
femininos alteram a gravidade do ldpus murino (ROUBINIAN e cols., 1977;
ROUBINIAN e cols., 1978; WALKER e cols., 1994) sugerem que estes hormaonios,
mas especificamente o estrogénio, participa da patogénese da doenca. Alguns
trabalhos mostram a associacdo da estimilacdo cronica de estrogénio e a
diminuicdo da producdo de testosterona com o LES (PERNIS AB., 2007,
RANGEL A. e cols, 2002). LANG e colaboradores (2003) verificaram que 0 sexo
pode influenciar a expansao de células T patogénicas, autoreativas levando a

maior gravidade da doenca auto-imune.
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Os auto-anticorpos dirigidos contra dsDNA s&o considerados como
indicadores da presenca de LES, tanto em humanos quanto em murinos. Eles sao
detectados no soro de 30 — 60% dos pacientes com LES, sendo que de 60 — 83%
de pacientes lupicos apresentardo anti-dsDNA em algum momento durante o
curso da doenca (RIEMEKASTEN e HAHN, 2005). A presenca de auto-anticorpos
antes do inicio da doenca e sua correlacdo com a atividade da doenca sugerem

seu papel patogénico.

A presenca de anticorpos anti-dsDNA da classe IgG € altamente especifica
para LES e importante para o diagnéstico e o monitoramento clinico da doenca
(HOCHBERG, 1997). Eles sao considerados patogénicos uma vez que, a sua
transferéncia ou a transferéncia de hibridomas produtores de anti-dsDNA para
camundongos induz glomerulonefrite do tipo lipica (EHRENSTEIN e cols., 1995)
com deposicao nos glomérulos (EHRENSTEIN e cols., 1995; IMAI e cols., 1997).
Por outro lado, os anticorpos anti-dsDNA da classe IgM, tem baixa afinidade, séo
encontrados em individuos normais e raramente causam doencas auto-imunes
quando transferidos para animais (PISETSKY e cols., 1990; TAKI e cols., 1992).
Além disso quando injetados em animais lUupicos leva ao aumento da sobrevida e
reducdo de deposicdo de complexos imunes (WERWITZKE e cols., 2005) assim
como na auséncia de producdo de IgM levam a diminuicdo da sobrevida e

aceleracdo da doenca em animais MRL Ipr (BOES e cols., 2000).

As pesquisas sobre a utilizacdo terapéutica das células-tronco é um dos
topicos mais excitantes da medicina regenerativa. Devido as limitages juridicas,
éticas e religiosas para a utilizacdo das células-tronco embrionarias, sua

aplicacdo tem se restringido a modelos animais. Por outro lado, células-tronco
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obtidas na medula déssea adulta, tem sido investigadas em inUmeros ensaios

clinicos que visam a regeneracédo de 6rgaos e tecidos.

Em relacdo ao tecido renal, no modelo de lesé@o por isquemia/reperfusao,
onde a recuperacao funcional do 6rgédo é dependente do compartimento tubular,
verificou-se que somente 11% das células epiteliais em proliferacdo nos tabulos
em regeneracdo eram provenientes da medula 6ssea enquanto que 89% das
células em regeneracdo eram originarias de células intrinsecas renais (LIN,
MORAN e cols., 2005). Em outros experimentos, células originarias de medula
O0ssea doadora ndo 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 discrepancia no achado de
células provenientes da medula éssea no local da lesdo provavelmente é
multifatorial. PALAPATTU e colaboradores (2006) demonstraram que a o grau de
contribuicéo de células da medula 6ssea para a regeneracao do epitélio prostatico
€ dependente do grau de degeneracédo/inflamacdo que o 6rgédo esta submetido,
sendo que a inflamacéo e trauma cirdrgico por si sO resultam no recrutamento de
células-tronco hematopoéticas da medula éssea para a circulacdo (FU e
LIESVELD, 2000). Foi verificado que, na lesdo de isquemia/reperfusdo renal o
grau de células mononucleares da medula 0ssea que se transdiferenciam em
células tubulares aumenta progressivamente com o tempo de isquemia. Um a trés
dias ap0s a agressao, ha incorporacdo de poucas células, que aumenta
progressivamente até o sétimo dia, alcancando um ponto maximo em torno do
14° dia (BROEKEMA et al, 2005). Embora nestes dois trabalhos ndo tenham sido

descritos 0s mecanismos responsaveis pela presenca de um maior ou menor
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namero de células, provavelmente existe uma relacdo com a liberacdo de
mediadores moleculares em resposta a agressao.

Para doencas como o diabetes que cursam predominantemente com leséo
glomerular (LEE e cols., 2006), na glomerulonefrite mesangioproliferativa
induzida pelo anticorpo Thyl.1 (KUNTER e cols., 2006) ou no modelo de Alport
(NINICHUK e cols., 2006), a injecao de células derivadas da medula 6ssea de
camundongos foi capaz de levar a recuperacao renal tanto funcional como
morfologica, havendo entretanto resultados contraditérios quanto a capacidade de
transdiferenciacdo das células derivadas da medula Ossea nas populacdes
celulares glomerulares. No modelo de diabetes, o transplante de células-tronco
mesenquimais humanas levou a diminuicdo do alargamento mesangial e do
namero de macrofagos e ao repovoamento endotelial, em pequena monta (LEE e
cols., 2006). KUNTER e colaboradores (2006) demonstraram no modelo de lesdo
anti-Thyl.1 que células-tronco-mesenquimais sao capazes de reduzir em 28% a
proteinuria dos animais lesados assim como reduzir o grau de mesangidlise e
levar a proliferacédo celular glomerular (células mesangial). Porém, apesar de seis
dias apds a injecdo, cerca de 85-95% de células da medula 0ssea estarem
presentes nos glomérulos, ndo foi verificada a transdiferenciacdo das células-
tronco mesenquimais em células glomerulares. Por outro lado, a infusdo de
células totais da medula 0ssea, depletadas (IMASAWA e cols., 2001) ou nao de
células T (ROOKMAAKER e cols., 2003; IKARASHI e cols., 2005), também foi
capaz de melhorar a funcao renal dos animais lesados e repovoar os glomérulos
em parte pela transdiferenciacdo das células da medula éssea em células

mesangiais e endoteliais.
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A sindrome de Alport é uma doenca hereditaria causada pela mutagcédo do
colageno tipo IV, cadeias a3, 4 e 5 (COSGROVE e cols., 1996; KALLURI e cols.,
1997; HUDSON e cols., 2003) associada a hematuria, proteindria e perda
progressiva da filtracdo glomerular. Neste modelo, a infusdo de células totais da
medula 6ssea foi capaz de recuperar a histologia normal glomerular em parte por
transdiferenciacdo das células injetadas em células glomerulares (podécito e
mesangial mas ndo endotélio capilar) (SUGIMOTO e cols., 2006). Por outro lado,
o transplante de células-tronco mesenquimais ndo 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 laboratorios,
tanto com a utilizagdo de células totais da medula Ossea ou fragcdo de
mononucleares quanto de células mesenquimais, o mais provavel é que o retorno
a normalidade histolégica glomerular ou tubular se deva a fatores paracrinos e
juxtacrinos. Uma série de fatores paracrinos envolvidos no recrutamento,
mobilizacdo e reparacao tecidual apds o transplante de células da medula 6ssea
tem sido descritos, dentre eles, o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), proteinas da familia do fator de crescimento transformante beta (TGF-p),
fator de inibicdo de leucemia (LIF), interacdes entre o SDF1/CXCRA4 e as citocinas
IL-6 e 8 (LAPIDOT e PETIT, 2002; CERADINI e cols., 2004; TOGEL e cols., 2005;
DAR e cols., 2006; KUCIA e cols., 2006; KUNTER e cols., 2006; NINICHUK e
cols., 2006; TOGEL e cols., 2007).

A possibilidade de que as células da medula éssea transplantadas possam,
por meio de efeito paracrino ou juxtacrinos, sinalizar para a mobilizacdo e/ou
diferenciacao de células-tronco e progenitores multipotentes do préprio rim, ja que

este Orgao parece ser rico em microambientes capazes que manter as células em
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estado quiescentes, também ndo pode ser afastada. Ja& 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 possivel verificar que o transplante de células mononucleares da
medula 6ssea foi capaz de melhorar a funcao e reduzir tanto a esclerose quanto a
proliferacdo celular glomerular. Nado foi possivel averiguar se a resolucdo da
esclerose mesangial nos animais Balb/C gld foi devida a presenca 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 poddécitos, em pequena quantidade
enguanto que no segundo, por células endoteliais e mesangiais.

A infusdo de células da medula 0ssea, ou mesmo a realizacdo de
parabiose entre animais € uma forma de manipulacdo do sistema imune (GUO e
cols., 2006; LI e cols., 2006). E possivel que a melhora da proteinria, do aspecto
histolégico e imunopatolégico renal observado nos animais deste estudo seja
devida a melhora do defeito imunolégico. Quanto a quantificacdo dos
autoanticorpos, o desvio padrédo elevado e a nédo significancia estatistica dos
resultados possivelmente sédo devidos a baixa amostragem.

JYONOUCHI e cols. (1981) mostraram que em animais NZB as
alteracbes hematopoéticas vistas no inicio do seu desenvolvimento séo corrigidas
pelo transplante de medula éssea de animais compativeis para o complexo de

histocompatibilidade (MHC). Animais MRL/ Ipr irradiados, que receberam
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transplante de medula éssea, alogeneico ou singeneico, também tiveram melhora
da alteracdo imunoldgica com diminuicdo da linfoproliferacdo e/ou da deposicao
de auto-anticorpos e da lesdo 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). Apo6s a infusdo em animais letalmente irradiados de uma
mistura de células da medula Ossea depletadas de linfocitos T maduros de
animais congénicos e normais com o mesmo background genético, verificou-se
que 0s animais receptores tinham acumulo de células T de origem Ipr em
quantidade anormal (KATAGIRI e cols., 1988) e que somente as células B de
origem Ipr produziram auto-anticorpos (SOBEL e cols., 1991), na presenca de
células T de animais Ipr (SOBEL e cols.,1993). Em experimento analogo com
animais gld, SOBEL e colaboradores (1993; 1995) demonstraram que apds cinco
meses da reconstituicdo da medula éssea os animais exibiram pequena producao
de auto-anticorpos e adenopatia residual minima, indicando que no animal gld as
células derivadas de medula 6ssea normal sdo capazes de recuperar o tecido
(SOBEL e cols., 1993). Além disso, a co-infusdo de medula éssea normal reduziu
mas nao preveniu o desenvolvimento das células T duplo negativas derivadas do
doador e levou a supressdo da producdo de autoanticorpos (SOBEL e cols.,
1995). Posteriormente foi verificado o papel dos linfécitos T normais na supressao
ou reversdo da auto-imunidade dos animais gld por meio da realizacdo de
parabiose com animais normais. Neste modelo também se verificou a supressao
da linfadenopatia, diminuicdo do niumero de células T duplo negativas e reducao
da producéo de autoanticorpos (KAKKANAIAH e cols., 1996).

Os resultados deste estudo demonstraram que a injecdo de células

mononucleares da medula 6ssea sao semelhantes aos relatos da literatura exceto
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pelo fato de que em nosso experimento ndo foi feita ablacdo da medula 6ssea
(SOBEL e cols., 1993 e 1995). NILSSON e colaboradores (1997) demonstram
gue mesmo em animais sem ablacdo de medula 6ssea ha o repovoamento da
medula Ossea do receptor principalmente com o transplante de células
purificadas. Este dado suporta os dados obtidos com animais parabioticos
fortalecendo a hipotese de que as células T duplo negativas sdo deletadas na
periferia e tem meia-vida curta devendo ser substituidas continuamente por uma
populacdo de células em proliferacdo que serdo supridas pelas células
transferidas (KAKKANAIAH e cols., 1996).

Em concluséo, os resultados do nosso experimento falam a favor de que o
transplante de medula 0ssea leva a prevencéo das alteracdes desenvolvidas no
rim pela agressao imunoldgica, tendo em vista de que a semelhanca com o0s
achados de SOBEL e colaboradores (1993; 1995) e KAKKANAIAH e
colaboradores (1996) os animais com cinco meses apos o transplante de medula
0ssea apresentaram diminuicdo do baco, reducao ou desaparecimento da massa

ganglionar (dados ndo mostrados).



64

7. CONCLUSAO
Os camundongos Balb/c gld apresentam, a partir do terceiro més da idade,
hipercelularidade glomerular progressiva associada a alargamento mesangial,
esclerose glomerular segmentar, focal ou global. Estas lesfes estdo associadas a
deposicdo de imunoglobulinas e C3 principalmente em mesangio glomerular
assim como em alcas capilares, configurando desta forma uma glomerulonefrite

proliferativa progressiva.

¢ Os rins dos animais Balb/c gld de ambos os sexos se mostram lesados porém

as fémeas desenvolvem les6es mais importantes do que os machos.

¢ O transplante de células mononucleares da medula éssea em animais Balb/c gld
de 6 meses de idade reduziu, significativamente, a proteindria nas 24 horas em

comparagao com 0s animais sem tratamento.

e A terapia celular com células mononucleares da medula éssea em animais
Balb/c gld de 6 meses de idade, diminuiu, significativamente, o nimero de células

glomerulares e a expansdo mesangial renal.

e A terapia celular com células mononucleares da medula 6ssea em animais
Balb/c gld de 6 meses de idade levou a atenuacdo do depdsito glomerular de

imunoblogulinas G, A e M e da fracdo 3 do complemento.
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e A terapia celular com células mononucleares da medula 6ssea em animais
Balb/c gld de 6 meses de idade ndo modificou a quantidade de complexos imunes

circulantes, anticorpos anti-DNA de dupla fita e anti-histona.
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