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RESUMO

Lopes MAB. Estudo pré-clinico do uso de células-tronco mesenquimais do
liguido amniético em doenca renal crénica induzido por obstrugdo unilateral
do ureter [Tese (Livre-Docéncia)]l. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2010. 66p.

Objetivo: O presente estudo analisou o efeito reno-protetor de células-tronco
mesenquimais do liquido amnioético humano (CMLA) em modelo experimental
de obstrucéo unilateral do ureter (OUU) através da avaliacdo da funcéo renal e
parametros histologicos renais. Método: O liquido amni6tico (LA) foi coletado
por meio de amniocentese em gestantes com aproximadamente 16 a 22
semanas, submetidas ao procedimento para cariétipo fetal. As células do LA
foram isoladas pela sua capacidade de aderéncia ao plastico. A caracterizacdo
das CT foi realizada por citometria de fluxo e pela sua capacidade de
diferenciacdo in vitro. CMLA (5x10°cels) foram inoculadas na regiéo
subcapsular renal de 55 ratos Wistar (OUU e Sham para controle). Os animais
foram acompanhados por 7 ou 28 dias, e 0s seguintes parametros foram
analisados: volume urinario, proteinuria, a creatinina e uréia sérica e massas
renais. Para avaliacdo histolégica do tecido renal utilizou-se a coloracdo de
tricromio de Masson para quantificar a presenca de fibrose intersticial (Fl) foi
utilizando o método de contagem de pontos. Resultados: Animais com OUU e
que receberam CMLA na regido subcapsular renal ap6s 7 dias, mostrou
diminuicdo da proteindria e creatinina sérica, porém ndo foi constatado
diferenca estatistica significativa. Na avaliacdo ap6s 28 dias foi evidenciada
diminuicdo estatisticamente significante da proteinuria e tendéncia a diminuir a
creatinina sérica. Com relagcdo a fibrose intersticial animais com OUU
apresentaram aumento significativo da FI quando comparado com 0s animais
controle e diminuicdo da mesma foi observado quando inoculado a CMLA,
porém néo significativo. Conclusé&o: A inoculacdo das CMLA apresentou efeito
renoprotetor em modelo OUU caracterizada pela diminuicdo da proteinuria e
tendéncia a diminuir a creatinina sérica. Entretanto, ndo foi evidenciado na

avaliacao histologica melhora da fibrose intersticial.

Descritores: 1. Células-tronco 2. Liquido amniético 3. Obstrugdo Ureteral 4.

Insuficiéncia renal crénica 5. Histologia 6. Imunoistoquimica 7. Ratos



SUMMARY

Lopes MAB. Preclinical study using amniotic fluid mesenchymal stem cells in
chronic renal failure induced by unilateral ureteral obstruction [Thesis]. S&o

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2010. 66p.

Purpose: The present study examined the renoprotective effect of the amniotic
fluid mesenchymal stem cells (AFSC) in an experimental model of unilateral
ureteral obstruction (UUO) by kidney function and histological parameters.
Material and Methods: Amniotic fluid was collected from pregnancies
undergoing fetal karyotyping between 16 and 22 weeks gestation. The AFSC
were isolated by adhere to plastic. AFSC characterization was carried out by
flow cytometry and differentiation in culture. AFSC (5x10° cells) were inoculated
into the subcapsular region of the 55 Wistar kidneys (UUO and Sham controls).
Follow up was performed until the 7 or the 28" day, the following parameters
were examined: urinary output, proteinuria, serum creatinine, urea and renal
mass. Masson’s Trichrome staining was used to quantify interstitial fibrosis by
computer program counting spots with fibrosis. Results: UUO with AFSC cases
examined on the 7™ day showed lower proteinuria and serum creatinine (not
statistically significant). Evaluation on the 28" day showed a significant
reduction in proteinuria and a trend to diminished creatinine levels. UUO animals
showed significant increase in interstitial fibrosis compared to controls. A
reduction in interstitial fibrosis was observed when AFSC were inoculated (not
statistically significant). Conclusions: AFSC inoculation was associated with
renoprotective effect in UUO animal models demonstrated by reduced
proteinuria and a trend to interstitial fibrosis reduction. However interstitial

fibrosis improvement was not demonstrated on histology.

Descriptors: 1. Stem cells 2. Amniotic Fluid 3. Ureteral Obstruction 4. Chronic
renal failure 5. Histology 6. Immunohistochemistry 7. Rat



1 - INTRODUCAO

Erros de desenvolvimento podem ocorrer na constante multiplicagao e
diferenciagao celular que resultara no organismo adulto.

A incidéncia de anormalidade estrutural detectada pela ultra-
sonografia antenatal é por volta de 1%’'. Destas aproximadamente 20%
envolvem o trato genito-urinario®. No entanto, estima-se ao redor de 3% da

populagao seja portadora de alguma anormalidade dos rins e dos ureteres®.

As malformagdes do sistema nefro-urolégico podem ser divididas em
dois grandes grupos: anormalidades nao obstrutivas e obstrutivas. Esta
separacao se impoe devido a grande importancia destas ultimas no periodo
perinatal (estima-se que até 2% da populagdo pediatrica, submetida a

autdpsia, apresenta algum tipo de lesdo obstrutiva do trato urinario)**.

No setor de Medicina Fetal da Clinica Obstétrica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo durante
os periodos de 2000 a 2003 foram diagnosticados 241 casos de
anormalidades nefro-uroldgicas, sendo que 60% destas corresponderam a
uropatia obstrutiva e 40% a uropatia ndo obstrutiva®.

As anomalias das vias excretoras urinarias constituem um grupo
heterogéneo de agressdes obstrutivas em diferentes niveis, graus, épocas
de aparecimento e natureza de lesdo. Elas compartilham, no entanto, um

mecanismo fisiopatolégico muitas vezes comum, promovendo uma



obstrucdo que se transmite ao rim, determinando o seu comprometimento
funcional.

Nos casos de malformagdes das vias urinarias com dilatacdo do
sistema coletor e suspeicdo de obstrucao, ela pode ocorrer em trés niveis
diferentes: na porgao proximal do ureter (obstrucao pielo-calicial), na porgao
distal do ureter, préximo a bexiga (obstrugao uretero-vesical) e na uretra. As
duas primeiras irdo acarretar dilatagdes unilaterais do lado acometido,
enquanto a obstrugdo ao nivel da uretra ocasiona uma dilatacdo de vias
urinarias que € bilateral na maioria das vezes (a manifestacdo com dilatagcéao
unilateral existe, porém é rara, e gera uma protecado da fungao renal no rim
nao-dilatado contra-lateral)’. Nos casos de obstrugdo alta, a fungdo renal
global do feto € sempre boa, pois o outro rim funciona normalmente (exceto
nos casos em que ha acometimento bilateral ou agenesia renal contra-
lateral). Nos casos de obstrucdo baixa ou acometimento bilateral, é
importante a avaliacdo da funcdo renal. Frequentemente, quando o
acometimento é importante, observa-se oligopamnio ou anamnio. Nesses
casos, além de insuficiéncia renal, esses fetos apresentam hipoplasia
pulmonar, com insuficiéncia respiratdria apos o nascimento’21°.

O estudo anatomo-patolégico renal de fetos que apresentam
obstrucdo de vias urinarias mostra lesdes caracteristicas: o parénquima
apresenta lesdes micro-cisticas associadas a hipoplasia cortical, e dilatacado
dos tubulos coletores. Além disso, os glomérulos encontram-se esclerosados
e ha diminuigdo do indice de formagéao de novos glomérulos. Ocorre fibrose

intersticial cortical, e a diferenciacdo do blastema metanéfrico se altera, as



células se diferenciam preferencialmente em miofibroblasto, ao invés de
seguirem sua diferenciagdo normal em tecido glomerular''#12131415  Como
sabemos, trata-se de um processo fisiopatoldgico que afeta fases criticas no
desenvolvimento embriolégico renal e, portanto, resulta em alteragao
definitiva da estrutura renal.

As doencas renais crbénicas evoluem de forma semelhante, com perda
progressiva da fungao renal, evoluindo para um processo de fibrose e
cicatrizacdo, que resulta em perda absoluta da fungdo do orgao,
denominada insuficiéncia renal crbnica terminal. O quadro histologico
caracteriza-se por glomérulo-esclerose, atrofia tubular e fibrose intersticial.
Nao existe tratamento especifico para a doenga renal cronica. Um dos
maiores desafios no tratamento da insuficiéncia renal crénica € conseguir
interromper o processo de progressao ou, pelo menos, prolongar ao maximo
o tempo de evolugdo para a perda funcional total. Nas fases avancgadas, a
Unica alternativa de tratamento é a terapia substitutiva, com dialise e/ou
transplante renal.

Dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia mostram que cerca de
75.000 pacientes estdo em didlise atualmente no Brasil'®, o que corresponde
a prevaléncia de 330 pacientes por milhdo de habitantes, com uma taxa de
crescimento de 8% ao ano. O Brasil realiza cerca de 3.000 transplantes
renais por ano. Estes numeros revelam a tendéncia de aumento significativo
do numero de procedimentos de alta complexidade nesta area, que ja € o de

mais alto custo para o Ministério da Saude.



Assim, ressalta-se a importancia de investimento nesta area de
pesquisa basica e pesquisa pré-clinica, nao apenas pela relevancia
indiscutivel do ponto de vista clinico, mas também em termos de politica
econdmica de saude.

O emprego de modelos experimentais permite uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na progressdo das doencgas
renais e, desta forma, possibilita a investigagado de estratégias terapéuticas
que interfiram na progressédo da doencga renal crénica, como por exemplo, o
uso de anti-hipertensivos, particularmente o bloqueio da angiotensina Il
(através de inibidores da enzima conversora ou bloqueadores do receptor de
angiotensina), anti-inflamatorios/imunossupressores (micofenolato mofetil),
além de outras, tém sido intensamente investigadas, porém com sucesso
relativo'”. Embora possamos utilizar varios modelos animais, o modelo
experimental de obstrucdo unilateral do ureter em ratos produz alteracio
histolégica como a fibrose intersticial progressiva, evento comum da
insuficiéncia renal crénica, servindo para o propdsito do estudo a que nos
propomos'®,

A sequéncia de eventos que segue a ligadura cirurgica unilateral do
ureter leva a uma reducgao do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracéo
glomerular em 24h'. Apds alguns dias, segue-se hidronefrose, infiltrado
inflamatorio intersticial (macrofagos), e apoptose e necrose das células
tubulares, causada por isquemia, hipoxia, injiria oxidativa®®. A hidronefrose
que se segue apos a obstrugao unilateral do ureter em ratos leva a perda do
parénquima renal em uma a duas semanas, ocorrendo uma fibrose mais

intensa em ratos recém-nascidos que em adultos'®?"??, Além disso, estudos

anteriores demonstram diferenga na agao de inibidores da angiotensina Il



nos ratos adultos com obstrugcdo unilateral do ureter em relacdo aos
neonatos. Ocorre melhora da fibrose e funcdo renal no primeiro e
exacerbagado da les&o no segundo grupo®"’.

O uso de células, a mesma ferramenta empregada pela natureza, na
formagao, manutencdo e reparo do tecido humano, oferece vantagens
Obvias. Neste contexto, destaca-se a possibilidade do emprego terapéutico
de células-tronco (CT) na doenga renal crénica progressiva.

Nos ultimos anos, alguns estudos identificam presenca de um nicho
de células-tronco em tecido renal. Em 2004, Oliver e colaboradores,
assumindo que estas células apresentam ciclo celular lento, administram
nucleosideo bromodeoxiuridina (BrdU) em filhotes de ratos para localizar
células incorporadas com BrdU. As células incorporadas com BrdU foram
localizadas na papila renal. Além disso, estes autores observam que apds
esses animais serem submetidos a isquemia-reperfusdao, as células
localizadas na regiao papilar migram em direcdo a regidao isquémica,
sugerindo que o nicho de CT renal situa-se na regido da papila renal®.
Outros autores observam a presenca de CT em sitios peri-tubulares e na
regidao S3 do tubulo proximal, sendo esta regiao possivelmente outra fonte
de CT residentes®.

As células-tronco embrionarias podem crescer indefinidamente em
cultura apropriada, geram diferentes tipos celulares e permitem manipulagao
genética mais facil. Por outro lado, sua utilizagdo apresenta

questionamentos éticos quanto a sua obtengcdo e seu potencial de

desenvolvimento de tumores?®.



Recentes estudos sugerem a participagdo de células-tronco adultas
como fonte para a regeneracdo tecidual, com capacidade de formar
componentes funcionais de outros tecidos tais como, coragdo, pulmao,
cérebro, musculo esquelético e endotélio vascular, ja que estas células
possuem um grande potencial de diferenciacdo em multiplas linhagens
celulareSZ7’28'29’3°’31.

Dentre as células-tronco adultas, a utilizagdo de células do liquido
amniotico vem despertando grande interesse. O liquido amnidtico é fonte de
células fetais, podendo ser obtido precocemente na gestagdo. Resultados
animadores quanto a alta capacidade proliferativa, de se diferenciar em
qualquer célula e principalmente de expressar marcadores embrionarios in
vitro®> vém despertando interesse de pesquisadores em aplica-las em
modelos  experimentais. Porém, existe ainda necessidade de
experimentagdo em modelos de rim adulto, para melhor caracterizar o papel
dessas células em cenario ja definido, para entdo estudar o seu papel em

um rim em formagao, quando variaveis fisiolégicas e patolégicas amplificam

0 numero de variaveis.

Recentes estudos in vivo demonstram que as células-tronco
mesenquimais de liquido amniético (CMLA) transplantadas em modelo
experimental de isquemia/reperfusao cerebral, sobrevivem e migram até a
regido da lesdo além de se diferenciar em células neuronais®***. Outro
estudo relata um efeito regenerativo ao inocular as CMLA em ratos com
lesdo no nervo ciatico, através da liberacdo de fatores neurotroficos que

aumentam a sobrevida do neurdnio e promovem uma regeneragado do nervo



ciatico®. Em infarto agudo do miocardio, CMLA autdlogas s&o aplicadas no
local de isquemia, com mudanga no padrao de expressao génica das celulas
inoculadas, com perda dos marcadores de indiferenciacdo e com
permanéncia dos marcadores de musculos lisos e endoteliais. Nao ocorre
expressao do marcador de cardiomidcitos, a troponina |. Isso demonstra que
as CMLA trans-diferenciam-se em células vasculares, mas ndo em

cardiomidcitos®.

Em aplicagdes nefro-urolégicas, utilizadas em lesdo de bexiga
urinaria, observa-se hipertrofia da musculatura restante apoés infusao de
CMLA?. Essas células, em co-cultura com rins fetais murinos, incorporam-
se as estruturas primordiais renais, além de expressar marcadores
especificos de células renais, podem apresentar papel na regeneragao
renal’®,

Outro aspecto a se analisar é a via de inoculagao das CMLA visando
alcangar e atuar no o6rgao-alvo (“homing”). Pode-se utilizar em modelo
animal (ratos), inoculagao de células-tronco via veia caudal e intra-arterial,
porém uma outra via parece ser mais adequada em prover células-tronco em
numero expressivo no orgao alvo, como demonstrado por Kinomura e
colaboradores™. Utilizando um modelo de injdria renal tubular aguda com
inoculagao de células progenitoras de ratos, tanto via intra-arterial como sub-
capsular renal, eles observam que a inoculacido sub-capsular produziu
melhora significativa do escore para apoptose na lesédo renal em

comparagao ao grupo que recebeu células-tronco via intra-arterial®®. Uma

possivel explicagdo seria que a inoculagdo das células-tronco via intra-



arterial ou endovenosa dependem do fluxo sanguineo e, portanto, teriam
uma passagem rapida pelo 6rgao alvo. Aparentemente a inoculagdo sub-
capsular permite que um numero maior de células atinja e permanecga na
regiao da lesao, ja que estas células permanecem em contato direto com o
érgao alvo *°.

Um possivel emprego terapéutico das CMLA na tentativa de impedir a
progressao da doenga renal podera ser uma alternativa importante a ser
investigada em tratamentos de doencas renais. Em medicina fetal, a conduta
nos casos de obstrugao unilateral das vias urinarias, com comprometimento
renal unilateral, consiste no acompanhamento do rim sadio. Se porventura a
inoculagao de células-tronco demonstrar reno-protecéo ao rim hidronefrético
em modelo animal, deve-se imaginar discussdo sobre conduta ativa no rim
afetado, se imaginarmos a correlacdo modelo-animal/humano®.

Portanto, com o objetivo de avaliar o papel das células-tronco
derivadas de liquido amniotico de pacientes aproximadamente na 20°
semana em animais com doenga renal crdnica, utilizamos o modelo de
obstrugao unilateral do ureter (OUU) e a inoculagdo das CMLA diretamente
no tecido renal, ou seja na regiao subcapsular renal, sendo inoculadas no
momento da les&o (tratamento precoce).

Para caracterizar a gravidade da doenga renal foram monitorizados os
seguintes parametros: proteinuria, creatinina sérica, ureia, fracdo de

excrecao de sodio e potassio bem como a histologia renal.



2 - OBJETIVOS

O objetivo do presente projeto foi estudar o efeito reno-protetor de
células-tronco mesenquimais do liquido amniotico (CMLA) através da
avaliacdo da funcédo renal e parametros histologicos renais, em modelo
experimental de doenga renal progressiva (modelo de obstrugédo unilateral

do ureter), inoculadas em regido subcapsular renal.
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3 - METODOS

O presente estudo experimental utilizou modelo animal de obstrugao
alta de vias urinarias, utilizando ratos Wistar machos com obstrugéo
unilateral de ureter, com modelo de terapia celular por inoculagao
subcapsular imediata de células-tronco mesenquimais de liquido amnidtico,
obtidas de gestantes da Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas da
FMUSP, com indicacao para avaliacao de cariétipo fetal.

O Estudo foi conduzido de acordo com as normas exigidas pela
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e o mesmo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade sob o n°

138/10.

3.1 CALCULO AMOSTRAL

Tendo em vista o ineditismo do experimento, o mesmo foi conduzido
baseado em estudo anterior da literatura, conduzido com células-tronco
mesenquimais de medula éssea inoculadas no mesmo modelo animal*'.
Utilizamos no total 60 espécimes, sendo dividido em oito grupos.

A amostra final em virtude da mortalidade inesperada totalizou de 55
animais divididos em: GRUPO DE 7 DIAS em Sham (n=4); Sham+CMLA
(n=6); OUU (n= 5); OUU+CMLA (n=8) e em GRUPO DE 28 DIAS Sham

(n=5); Sham+CMLA (n=6); OUU (n=5); OUU+CMLA (n=6).



3.2

3.2.1

11

COLETA DO LIQUIDO AMNIOTICO

Critérios de inclusdo das gestantes doadoras

No estudo, foram incluidas gestantes que preenchiam os seguintes

critérios:

3.2.2

gestacdo sem intercorréncias clinicas ou obstétricas, com indicagéao

para investigacao de cariotipo fetal, por idade materna avangada;
idade gestacional entre 16 e 22 semanas;

auséncia de defeito estrutural fetal observado em ultrassonografia

morfoldgica;

concordancia em participar do estudo, assinando termo de

consentimento informado.

Critérios de exclusao das gestantes doadoras
A exclusao estava prevista nas seguintes condi¢des:

desisténcia em participar do projeto;

ocorréncia de acidente durante a amniocentese, ocasionando

contaminagao do liquido amni6tico com sangue materno;
cariotipo fetal alterado;

malformacao estrutural constatada ao nascimento;

falha de expansao das células, em cultura; e

contaminagao bacteriana e/ou fungica da cultura celular.
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3.3 COLETA DAS AMOSTRAS DE LIQUIDO AMNIOTICO

As amostras de liquido amnidtico foram usadas e obtidas por
amniocentese de gestantes que preenchiam os critérios para inclusao no
projeto aprovado pela CAPPESQ em 09/08/2007, registrado sob o numero
0414/2007.

A obtencdo de células do liquido amnidtico foi realizada no
ambulatério do Setor de Medicina Fetal da Clinica Obstétrica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo, por meio de amniocentese
classica ou de segundo trimestre, realizada entre 16 e 22 semanas de idade
gestacional, confirmada por ultrassonografia de primeiro trimestre, indicada
por idade materna superior a 35 anos.

Apds a assinatura do consentimento informado, esclarecendo a
finalidade, os riscos e o motivo do procedimento, a paciente permaneceu em
decubito dorsal horizontal. Inicialmente, foi realizada uma ultrassonografia a
fim de confirmar-se idade gestacional, localizagdo da placenta, volume de
liquido amnidtico, morfologia e vitalidade fetal que foi feita apds assepsia do
abdome com iodopovidona topica e cobertura do transdutor com plastico
estéril. Nao se utilizou anestesia local para o procedimento.

Para a realizagdo da pungéao, foram usadas agulha calibre 20 ou 22
gauge (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), com 9 cm de
comprimento e seringa descartavel de 20 mL.

A puncgdo sempre foi guiada pela ultra-sonografia, preferencialmente
sem transfixar a placenta. No caso de impossibilidade, foi realizada puncéao

trans-placentaria. A agulha foi inserida através da parede abdominal, em
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seguida, pela parede uterina, atingindo a cavidade amnidtica, sempre
observando seu trajeto a ultra-sonografia, procurando um grande bolsao,
distante do feto, preservando-o. Retirado entdo o guia da agulha, conectou-
se a seringa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e aspirou-se
pequena quantidade de liquido amnidtico. Descartou-se a primeira amostra,
pelo risco de contaminagdo com células maternas. A segunda amostra,
entdo, foi utilizada para o estudo. O volume aspirado, normalmente de
30 mL, foi dividido em duas amostras, uma delas (20 mL), seguiu para
cariotipagem fetal e a outra para o estudo (10mL). Finda a aspiracao, a
agulha e seringa foram retiradas conjuntamente. Pela ultrassonografia, foi
avaliado, o trajeto da agulha e observadas a presenga ou auséncia de
sangramento no mesmo e a vitalidade do feto.

Apods permanecer em repouso durante alguns minutos, a paciente foi
orientada a respeito de sintomas pos-procedimentos, tais como, dor, febre,
perda de liquido ou sangramento e orientada a retornar as suas atividades
rotineiras. Nao se fez necessaria a profilaxia da aloimunizagao ao fator Rh,
com administracdo de 300ug de imunoglobulina anti-D, pelo fato das

pacientes selecionadas apresentarem fator Rh positivo.

3.4 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DO
LIQUIDO AMNIOTICO

As amostras coletadas pela amniocentese, no projeto anterior, de
onde se originaram as células utilizados no presente, foram transportadas
imediatamente para o laboratorio, transferidas para tubos cbénicos de

polipropileno de 15 mL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e
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centrifugadas em 1800 rpm por 10 minutos. Apdés a centrifugacédo, o
precipitado foi removido e re-suspenso em tubo cdnico de polipropileno
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) contendo 2 mL do meio a-MEM
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA). O total de células foi contado em
hemocitdmetro (vide descricdo abaixo). Uma fracdo de 125.000 células de
cada amostra foi re-suspensa em frasco de cultura (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) de 175 cm?. As amostras continham 25 mL de
meio a-MEM contendo 100 Ul/mL de peniciina e 100 ug/mL de
estreptomicina (Penicillin — Streptomycin — Gibco Division, Invitrogen,
Carslbad, CA, USA), suplementado com 20% de soro fetal bovino (Fetal
Bovine Serum Standard — Gibco Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
previamente inativado a 56°C por 45 minutos. Essas garrafas permaneceram
em ambiente de estufa de cultura, a 37°C, com 95% de umidade, e CO, a
5%. O cultivo celular foi monitorado sob microscopia 6tica invertida e o0 meio
de cultura foi trocado duas vezes por semana, utilizando-se 0 mesmo meio
suplementado descrito.

As CMLA foram isoladas das outras presentes no liquido amnidtico,
pela sua capacidade de aderéncia ao plastico e de expansdo em meio de
cultivo com altas concentragdes de aminoacidos e proteinas, sem uso de
outros fatores de crescimento além daqueles presentes no soro. A cultura foi
mantida até se obter confluéncia celular de 70%, coletadas, apods

tripsinizacao, para inoculagao nos modelos animais.
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3.5 TRIPSINIZACAO

As CMLA secretam uma matriz extracelular e proteinas de ligacao
que permitem sua adesdo a superficie de crescimento. E necessario um
tratamento prévio com enzima proteolitica, a tripsina, por exemplo, para que
as células percam sua adesao. Para que isso ocorra, € preciso que o SFB, o
calcio e 0 magnésio do meio sejam removidos, de forma a afrouxar a ligagao
célula — célula e permitir o acesso da enzima proteolitica a superficie das
células. Para tanto, o frasco de cultivo foi lavado com 10 mL de PBS 1X por
duas vezes, apos a remocg¢ao de todo o meio. A seguir, a solugido de

versene-tripsina (ATV) (Instituto Adolfo Lutz, Sado Paulo, SP, Brasil) foi

acrescentada, no volume de 5 mL para os frascos de 175 cm2 (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), com o objetivo de recobrir toda a
monocamada de células. A amostra, entdo, foi incubada a 37°C por 1 minuto
e apos, as células foram visualizadas ao microscopio de contraste de fase
para confirmacao de perda de adesao. A tripsina foi inativada com 10 mL de
meio a-MEM 20% SFB. Estas células foram transferidas para um tubo de
polipropileno (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) previamente
identificado, centrifugadas por 10 minutos a 1800 rpm. Apds o descarte do
sobrenadante, ao botdo celular homogeneizado foram acrescentados 2 mL
do meio de cultivo. Uma amostra destas células foi separada para contagem.
Apos a determinacdo do numero de células coletadas, aliquotas foram

separadas e destinadas para uso nos ensaios previstos.
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3.6 CONTAGEM CELULAR EM HEMOCITOMETRO E ANALISE DE
VIABILIDADE CELULAR

A contagem das células para posteriormente inoculagdo nos animais
de estudo, foi realizado utilizando um hemocitdbmetro, também, conhecido
como camara de Neubauer, sendo este Um tipo especial de lamina de vidro
utilizado em microscopio, elaborada com o fim de contagem celular. Essa
lamina é dividida em quadrantes de area definida, sobre o qual a suspenséao
celular é distribuida e diluida em volume conhecido. Pela contagem de
células nesse volume, aplica-se calculo apropriado para aferir a
concentracao de células da amostra.

As amostras de suspensao celular foram diluidas em tubos cénicos
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), de 15 mL, em meio a-MEM (do
inglés, minimum essential medium eagle — alfa modification) (Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD, USA) suplementadas com 20% de SFB (soro fetal
bovino). A seguir, foi adicionada solugao de azul de Trypan 0,4% (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) em volume conhecido para posterior analise
da concentragao e viabilidade celular. Cada amostra foi homogeneizada e
desta, 10 pyL foram colocados no hemocitdmetro. As células nao coradas,
presentes nos quatro quadrantes da camara, foram contadas em
microscopio 6tico Olympus2 (Olympus CBA, Tokyo, Japan). A concentragao
das células foi determinada pela divisdo por quatro do numero total de
células contadas, multiplicado pelo fator de diluicdo da solugdao de azul de
Trypan 0,4% e pelo fator de corregao (10.000).

A viabilidade celular da amostra foi analisada pela contagem do

numero de células ndo coradas (viaveis) em relacdo as coradas (néo
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viaveis), expressas em porcentagem. Esta andlise é possivel pela
propriedade das células viaveis de ndo serem permeaveis ao azul de

Trypan.

3.7  ANIMAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

Foram utilizados, ratos Wistar machos, com aproximadamente 45 dias
de vida, obtidos de colénia mantida pelo Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram alojados em
gaiolas comportando até 5 ratos, mantidos a temperatura de 22 C°, num
ciclo claro/escuro de 12 horas e alimentados com ragdo padrao, obtida

comercialmente da empresa NUVITAL e agua ad libitum.

3.8 MODELO DE OBSTRUCAO UNILATERAL DO URETER (OUU)

O animal foi anestesiado com a associacao de Ketamina + Xilazina.
(70mg/Kg), submetido a tricotomia na regiao abdominal e assepsia local com
alcool iodado. A cavidade abdominal foi aberta com a tesoura romba. Em
seguida, as visceras foram afastadas para a dissecacgao do ureter esquerdo.
O mesmo foi obstruido com fio de nylon 6-0 em dois pontos do ureter. As
visceras e a cavidade abdominal foram lavadas com solugao fisiolégica, e
em seguida preenchida com 3 mL de solugao fisioldgica. A sutura da
musculatura abdominal foi realizada com fio cromado 4-0, utilizando ponto
separado simples e a da pele com fio de algodao 4-0.

O animal em seguida foi transferido para uma gaiola de plastico

forrada com maravalha, sob o aquecimento de uma lampada incandescente.
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O animal permaneceu nesta gaiola por uma noite, no biotério, com comida e

agua.

3.9 INOCULACAO DAS CMLA NA REGIAO SUB-CAPSULAR RENAL

O animal foi anestesiado com a associacao de Ketamina + Xilazina.
(70mg/Kg) e submetido a tricotomia na regido lombar esquerda, assepsia
local com alcool iodado, seguido de lombotomia esquerda. O rim esquerdo
foi acessado e um corte de 5 mm foi realizado na capsula renal. A
inoculacdo das CMLA foi realizada com o auxilio de um capilar de plastico
estéril colocado sob a capsula renal, seguido da injegdo das CMLA com o
auxilio de um micro-injetor. Ele consiste em uma seringa de vidro de 1mL
acoplada a uma escala de 0,00lmm. O numero de CMLA inoculada na
regido sub-capsular foi de 5x10° células em 10uL de PBS. Apés a infusdo
das CMLA, a capsula renal foi cauterizada com bisturi elétrico. A incisdo da
lombotomia foi suturada com fio de seda 5,0. Apds a realizagdo da cirurgia

os animais foram mantidos e acompanhados na sala pds-cirurgica.

3.10 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais (7 e 28 dias) e

sub-divididos em 4 grupos, da seguinte forma:



Oouu

OUU+CMLA

Sham

Sham+CMLA
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Ratos Wistar submetidos a OUU para o desenvolvimento

da doenca renal crénica,;

Ratos Wistar submetidos a OUU e que receberam CMLA

no momento da obstrucao;

Ratos Wistar submetidos a cirurgia ficticia, sem doenca

renal (controle do efeito da cirurgia);

Ratos Wistar submetidos a cirurgia ficticia, sem doenga

renal e que receberam CMLA no momento da OUU.

3.11 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

ouu | IS ERUFOS A

diaO
T

Inoculacao
CMLA

Peso;

Creatinina

o omwoow |
11

dia7

!

Peso;
Proteinuria
Creatinina

Sacrificio +
Histologia
IH*
IH*

* IH: Imuno-histoquimica

dia 28

!

Peso;
Proteinuria

Sacrificio +
Histologia
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3.11.1. DOSAGEM DA EXCRECAO URINARIA DE PROTEINAS

Na véspera do sacrificio os animais foram transferidos para gaiolas
metabdlicas, onde foram mantidos por 24 horas para a coleta de urina e
registro do volume urinario. Para a analise da proteinuria foi retirada uma
aliquota de 10 mL de urina, que foi centrifugada (2000 rpm por 10 minutos) e
armazenada a —20°C, até a data do processamento. Em outra amostra foi

feita a dosagem de proteinuria pelo método do acido sulfossalicilico.

3.11.2. DOSAGEM DE CREATININA SERICA

A dosagem de creatinina sérica das amostras de sangue coletadas foi
realizada através de kit comercial Labtest (Labtest, Lagoa Santa, Brasil),
baseado na reacdo de Jaffé-picrato alcalino. Resumidamente, a creatinina
reage com a solucdo de picrato em meio alcalino, formando a 37°C um
complexo de cor amarela medido no comprimento de onda de 510 nm. A
adicdo de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina, permanecendo a cor derivada dos
cromogénios, que também pode ser medida. A diferenga entre as duas

leituras fornece o valor real da creatinina, em mg/mL.
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3.11.3. DOSAGEM DE UREIA SERICA

A dosagem de ureia sérica das amostras de sangue coletadas foi
realizada através de kit comercial Labtest (Labtest, Lagoa Santa, Brasil). As
amostras para a dosagem de ureia foram previamente descongeladas e
centrifugadas durante 20 minutos a 7.000 rpm. Em seguida, as amostras
foram incubadas no Banho Maria a 100° C por 10 minutos juntos com o
reagente de cor e o reagente acido. A leitura foi realizada no
espectrofotometro a 530nm.

O resultado obtido foi aplicado na seguinte formula:

(Amostra/Padrao) x 50 = Valor da Ureia em mg/dl

3.11.4. PREPARO DO TECIDO RENAL

No fim de cada periodo (7 dias e 28 dias), os animais foram
anestesiados com ketamina + xilazina (70 mg/Kg), por via intra-peritonial,
para a realizacdo de nefrectomia esquerda.

Apds a andlise da massa, o rim esquerdo de cada animal foi
seccionado em trés fragmentos. Dois fragmentos foram congelados em
nitrogénio liquido e destinados a fluorescéncia. Para congelamento do tecido
foi utilizado o meio de inclusdo Jung Tissue Freezing Medium (Leica
Products, Bonn, Germany), e adicionado nitrogénio liquido para
armazenamento a - 80°C. Foi utilizado criostato CM3000 Reichert-dung
(Leica Products, Bonn, Germany) para cortes de 5um de espessura. Apds os
cortes, as laminas foram secas e fixadas em acetona (Merck, Darmstadt,

Germany) durante 7 minutos. Apés a fixagao as laminas foram conservadas
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a - 80°C até visualizacdo em microscépio de fluorescéncia. O fragmento
restante, destinado a analise histologica e imuno-histoquimica, foi fixado em
solugdo Duboscg-Brazil por 45 minutos. Em seguida, os fragmentos foram
identificados e colocados em caixetas perfuradas e mantidos em solugao de
formol 4% em tampao fosfato salina até a inclusdo em blocos de parafina. O
processo de parafinizacdo foi realizado pelo processador automatico de
tecido “histokinette” (Jung-Histokinette 2000 Leica, Alemanha) por 14 horas.
O processo foi iniciado pela desidratacdo dos tecidos em alcoois com
concentragdes progressivas (alcool 50%, alcool 70%, alcool 96% (2 banhos),
alcool absoluto (2 banhos), seguido da diafanizagédo, passando os tecidos
em uma solugao de alcool absoluto + xilol (v/v) e em trés banhos de xilol,
sendo ent&do imersos em parafina fundida a 60°C. O material parafinizado foi
incluido em blocos/moldes e permaneceu em temperatura ambiente. Os
blocos de parafina permaneceram 30 minutos a —20°C e, em seguida, foram
cortados em micrétomo (Reichert Yung Supercut 2065 Leica, Nussloch,
Alemanha) com navalhas descartaveis. Os fragmentos, com espessura de 3
a 4 ym, foram aderidos em laminas previamente revestidas por gelatina 2%
(Sigma Chemical CO, St. Louis, EUA). As laminas com os cortes
permaneceram em estufa (Fabbe- Primar, Sdo Paulo, Brasil) a 60°C por 2
horas e em seguida foram armazenadas a 4°C.

Para a realizagao das coloragdes histolégicas, as laminas passaram
por um processo de des-parafinizagdo, ou seja, permaneceram 9 minutos
em xilol (Merck, Darmstadt, Alemanha) por 2 vezes. Em seguida, as laminas
foram desidratadas, através de banho em etanol absoluto (2 vezes) (Merck,

Darmstadt, Alemanha), etanol 96% e etanol 70%. Para finalizar este
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processo, as laminas foram imersas em agua destilada e processadas para

as coloragdes histologicas.

3.11.5 COLORACAO DE TRICOMIO DE MASSON PARA ANALISE DE

FIBROSE INTERSTICIAL

A anadlise da area da fibrose intersticial foi realizada através de
ldaminas coradas pela técnica de Tricobmio de Masson. A coloragédo em azul,
€ encontrada de forma constitutiva no tecido conjuntivo dos vasos em todos
0s animais e por isso nao foi contabilizado na presente analise.

A andlise da fibrose intersticial foi realizada somente nos animais no
28° dia, uma vez que este marcador € utilizado para avaliar a cronicidade
dos casos. Apds a des-parafinizacado, as laminas foram imersas em uma
solugado de hematoxilina de Harris por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas
rapidamente em agua corrente, permanecendo no escarlate de Briebrich
(Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) durante 5 minutos e novamente
lavadas em agua corrente. Em seguida, as laminas foram submersas em
diferenciador de Masson durante 5 minutos, seguindo-se para uma solugao
de anilina a 5%. As laminas foram entdo lavadas em agua corrente. O
proximo procedimento foi a lavagem das laminas em agua acética a 1%,
para a fixagdo da anilina. Em seguida, as laminas passaram pelo processo
de desidratacdo e diafanizacdo e foram montadas com meio permanente

Permount (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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Para a avaliagao do grau de expansao do intersticio renal, foi utilizada
a técnica de contagem de pontos. Esta técnica consiste em um sistema de
microscopio acoplado a um monitor de video com uma ocular graticulada de
110 pontos. Foram contados os pontos em 50 campos, com aumento de

400x. A média foi expressa em pontos por mm?.
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4. ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi baseada na comparagdo de grupos.
Inicialmente as diversas variaveis foram testadas para normalidade. Caso
apresentem distribuicdo normal foi aplicado o teste ANOVA, com pos-teste
de Tukey, caso ocorra diferenga estatistica. Caso contrario foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis para medianas, com pos-teste de Dunn. Na
eventualidade de se compararem apenas 2 grupos, foi utilizado o teste t de
Student para amostras ndo pareadas, ou o teste de Mann-Whitney, quando
os dados forem ndo paramétricos. Os resultados foram apresentados como
média e erro padrado, e foram considerados estatisticamente significativos
quando o p for menor que 0,05.

Para efetuar esses calculos foi utilizado o programa GraphPad Prism,

versao 4.03.
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5. RESULTADOS

5.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL “IN VITRO”
5.1.1. Preparo das amostras para o isolamento e cultivo celular das
CMLA

Conforme padronizado no Laboratério de Hematologia e Fragdes, as
células-tronco mesenquimais (CTm) foram obtidas do liquido amnidtico de
pacientes na 16 a 20 semana gestag¢ao. Esta padronizagao foi reproduzida
com sucesso, principalmente por ser uma técnica bem estabelecida e
simples de ser realizada. Para cada 5 mL de liquido amnidtico foi obtido
aproximadamente 120 mil células (1,2x10°). Para o critério de contagem
foram desconsideradas possiveis presencas de hemacias e células.

As células isoladas apresentaram adesdo as placas de cultivo depois
de serem mantidas por 24 horas em meio de cultura e em ambiente
apropriado e depois de 72 horas de incubagao as células ndo aderentes
foram removidas. Apdés 7 dias de cultura pode-se observar presenca de
células com morfologia fibroblastéides. Com 10 dias de cultivo as células
apresentaram uma alta atividade proliferativa e formacdo de colbnias
celulares conhecidas como Unidade Formadoras de Colénias — fibroblast-
like colonies, atingindo um plato de crescimento celular apdés o 15 dia

(Figura1).



Figura 1 -
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24 horas

7° dia

10° dia

17° dia

Fotomicrografia realizadas nos diferentes periodos de cultivo
das CMLA
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5.1.2. Identificacdo da formacao de colbnias celulares

As CTm isoladas do liquido formaram uma populagdo celular
heterogénea, com uma morfologia predominantemente fusiforme e com
capacidade de formar colbnias semelhantes as de fibroblastos (fibroblast-like

colonies) (Figura 2).

Figura2 -  Crescimento celular em colénias: A) analise macroscopica das
coldnias; B) visualizagao microscopica das colbénias
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5.1.3. Diferenciacao celular de CTm em linhagem osteogénica

Sob a acdo dos estimulos especificos e condi¢des apropriadas, as
CTm primarias foram capazes de se diferenciarem em osteoblastos. Através
das coloracdes foi possivel observar presenca de cristais de carbonato e
oxalato de calcio bem como a atividade da fosfatase alcalina produzida pelas
células apos o estimulo. Nos controles negativos, ou seja, omissdo dos

estimulos, n&o foi observado diferenciagéo celular (Figura 3).

¢

Figura3- Diferenciagdo das CMLA em células da linhagem osteogénica.
A) Controle negativo da diferenciacdo celular B) Coloragéo
vermelho de alizarina para visualizagao de calcificagéo; C)
Coloracdo resultante da atividade da fosfatase alcalina
produzida pelas células sobre substrato cromogénico
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5.1.4. Diferenciacao celular de CTm em linhagem condrogénica
Sob a acdo dos estimulos especificos e condi¢des apropriadas, as
CTm primarias foram capazes de se diferenciar em linhagem condrogénica
apos 21 dias de cultivo. Através da microscopia oética, laminas coradas com
HE (hematoxilina e eosina) apresentaram lacunas celulares compostas de

glicoaminoglicanas e glicoproteinas. (Figura 4).

Figura4 - Diferenciagio das CMLA em células da linhagem
condrogénica. Microscopia o6tica demonstrando condrécitos e
lacunas condrocitarias
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5.1.5. Caracterizacéo fenotipica das CTm

Os resultados demonstraram que as células mantidas em cultura
expressaram com alta intensidade os antigenos de superficie caracteristicos
de CTm tais como, CD29, CD44, CD90 e CD105, presentes em 91+5%,
7413%, 90+8% e 82+5% da populagao, respectivamente. Por outro lado, a
expressdo dos marcadores CD31 (célula endotelial), CD34 (célula-tronco
hematopoiética - CTH), CD45 (pan-leucocitario) e CD117 (CTH) foram de
baixa intensidade e registrada em apenas 1£0,5%, 3+3%, 4+8% e 1+2% da
populacao, respectivamente. Os resultados da imunofenotipagem das CTm

estéo representados na forma de histograma (Figura 6).

- 2 g
e Em E;

5 =] 52 33

14 5
84 &3 8

100 10! 102 10% 104 10° 10! 102 10® 10
19G1 FITC

FSCHogh IS

3 o LA 044 (Pass 2).

e T T G 1B T
L L N L T
g7 3 | 7

e 3 o 3 9 4

E £ 1 5 5

3 ; 0 i 3 $

=] . o 0] DO i

0?10 102 10° fof 100 100 102 100 100 0 qo! 102 g0 gt 100 10! 10? 1® ot
CD2g PE CD44 PE CD90ETC CD105 PE

2 8 8
°fmi M a M2 i T, M2
1 1 3
: 2 9 2

£ g t 3 5

3 ] 3 3 8

(8] 0 0 O

o o o
ot T L v B S % . R i e
CD31 FITC CD34FITC CD45FITC CD117 PE

Figura 5 - Caracterizagdao celular de marcadores de superficie por
citometria de fluxo. CTM foram positivas para CD29, CD44,
CD90 e CD105 e negativas para CD31, CD34, CD45, e CD117



32

5.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL “IN VIVO”

5.2.1. MODELO de OBSTRUCAO UNILATERAL do URETER (OUU)

Os animais foram submetidos a cirurgia experimental. A obstrugao do
ureter esquerdo foi realizada com sucesso em 100% dos animais uma vez
que o modelo de OUU é simples de se realizar. Para que a obstrugao fosse
realmente eficaz e seguindo alguns protocolos sugeridos na literatura, foram

realizados 2 pontos de obstrugédo no ureter (Figura 6).

RIM

Duas
ligaduras
no ureter

Ureter

Figura6 - Indugéo da leséo renal através do modelo de OUU
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Sham
(28 dias)

ouU
(7 dias)

Oouu
(28 dias)

Figura7 - Visualizagdo macroscépica dos rins nos diferentes grupos:
Sham, animal apés cirurgia ficticia e mantido por 28 dias; OUU
(7 e 28 dias), animal apds obstrugao do ureter esquerdo



5.2.2. INOCULACAO de CTm na REGIAO SUBCAPSULAR RENAL
As CMLA foram inocularas diretamente no tecido renal, ou seja, via

subcapsular renal ratos Wistar machos normais. Este modelo de inoculagéo
ja foi bem padronizado e estabelecido no laboratério de nefrologia celular e
genética e molecular — LIM29 pelo grupo da Professora Dra. Irene Noronha.
O procedimento de inoculagédo das CMLA exigiu muito cuidado para
que nao ocorresse destruigdo da capsula renal e nem hemorragia ao

introduzir a agulha (Figura 8).

Figura 8 - Inoculagao de CT sob a capsula renal. A regido delimitada
indica o local exato que as células foram inoculadas
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5.2.3. Volume Urinario

Aos 7 dias, os animais dos grupos Sham+CMLA e OUU+CMLA
apresentaram um aumento n&o significativo do volume urinario em relagao
0S grupos que nao receberam as células-tronco, Sham e OUU (14+1,3 mL e
16+£0,6 mL vs 12+2,2 mL e 12+0,4 mL, respectivamente; ns).

Assim como aos 7 dias, os animais apos 28 dias apresentaram
valores semelhantes entre os grupos ndo apresentando assim diferenca

estatistica.

20+

154

Volume urinario
(mL/24h)
°

7 dias 28 dias

Figura9 - Volume urinario dos animais nos diferentes grupos
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5.2.4. Excrecéo de proteina urinaria

Aos 7 dias, tanto os animais dos grupos Sham e Sham+CMLA
excretaram proteina urinaria dentro de valores normais (11,2+2,1 e 7,6+1,1
mg/24h; respectivamente, ns) bem como os animais com obstrugéo
unilateral do ureter sem ou com CTm (8,7£0,5 e 5,0+£0,9 mg/24h;
respectivamente, ns). Entretanto os animais do grupo OUU+CMLA
apresentaram uma diminui¢do significativa da proteinuria em relagédo ao
grupo Sham (p<0,01).

Apods 28 dias, o grupo OUU apresentou um aumento significativo da
proteinuria em relagdo aos grupos Sham e Sham+CMLA (23,1+5,1 mg/24h
vs 14,1£0,7 e 5,8%£1,8 mg/24h; respectivamente p<0,05 e p<0,01), sendo
observada uma redugdo significativa nos animais com OUU e que

receberam CMLA (10,6£1,9 mg/24h; p<0,01 vs OUU).

a,b
309 &p < 0,01vs Sham
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®p<0,01vs OUU
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Figura 10 - Proteinuria dos animais nos diferentes grupos
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5.2.5. Dosagem de creatinina sérica

A analise dos niveis de creatinina sérica revelou ja apds 7 dias de
lesdo o niveis mais elevados em relagdo ao grupo normal entretanto n&o
significativo (0,41+£0,13 mg/dL vs 0,26+0,01 mg/dL; ns). A inoculagdo das
CMLA na regido da subcapsula renal ndo reduziram a concentragdo sérica
de creatinina nos animais com OUU (0,38+0,05 mg/dL).

A mesma analise nos animais apds 28 dias apresentou um aumento
significativo no grupo OUU manteve niveis mais elevados de creatinina em
relagdo ao Sham (0,51+£0,11 mg/dL vs 0,22+0,29 mg/dL; p<0,01). Por outro
lado, os animais com OUU e receberam CMLA apresentaram uma
diminuicdo da creatinina sérica em relagcdo ao grupo OUU (0,38+0,08

mg/dL), porém nao significativa.

0.8+4

©
o2}
1

#p < 0,01 vs Sham

Creatinina sérica
(mg/dL)
o
5
[

0.2+

0.0-= -

]
S s ¥ ¥
(}\’b < C,}\z O\) OX (_}\/
N
é\fzr Oo
7 dias 28 dias

Figura 11 - Creatinina sérica dos animais nos diferentes grupos
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5.2.6. Dosagem de ureia sérica

A analise dos niveis de ureia sérica revelou que com 7 dias de lesao,
o grupo OUU apresentou niveis mais elevados em relagdo aos grupos
Sham e Sham+CMLA (45+8 mg/dL vs 31+£3 e 35+3 mg/dL; ns). As CMLA
inoculadas na regido da subcapsula renal aumentaram a concentragéo de
ureia nos animais OUU quando comparada com o grupo somente com leséo
(5615 mg/dL; ns) e apresentou diferenga significativa em relagédo ao grupo
Sham (p<0,01).

Apods 28 dias, o grupo OUU manteve niveis mais elevados de ureia
em relacdo ao grupo Sham+CMLA (53x7 mg/dL vs 3412 mg/dL;
respectivamente, p<0,01). Permanecendo elevado o nivel no OUU+CMLA

(54+3 mg/dL; p<0,05 vs Sham+CMLA).

801 #p < 0,01 vs Sham
b p <0,05vs Sham + CMLA
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Figura 12 - Uréia sérica dos animais nos diferentes grupos
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5.2.7. Massarenal direita (MRD) e esquerda (MRE)

Com relagdo a andlise da MRD apés 7 dias foi constatado um
aumento significativo tanto dos animais do grupo OUU quanto dos animais
OUU+CMLA (1,2690+0g e 1,236%0,1g; respectivamente) em relagdo aos
animais do grupo Sham e Sham+CMLA (0,9858+09g e 0,9923+0,1g; p<0,01 e
0,05, respectivamente).

Apos 28 dias, os grupos OUU e OUU+CMLA (1,4810+0,1g e
1,7820+0,1g; respectivamente) apresentaram um maior peso da massa renal
em relagdo aos animais grupo Sham e Sham+CMLA (1,1540+0,0g e
1,2540+0,0q; p<0,01 e p<0,05, respectivamente).

Para a analise da MDE apds 7 dias o mesmo achado com rim direito
foi observado. Tanto o grupo OUU quanto o grupo OUU+CMLA
(1,6030+0,1g e 1,5735+0,1g; respectivamente) apresentaram um aumento
significativo da MRE em relagdo aos grupos Sham e Sham+CMLA
(0,9553+0,0g e 0,9580+0,09 ; p<0,01 e 0,05; respectivamente).

Entretanto, apds 28 dias, os animais ndo apresentaram diferenca da
MRE entre os grupos, apenas um discreto aumento da massa renal
permanecia no grupo OUU+CMLA (1,4250+0,1g) em relacdo os animais
Sham, Sham+CMLA e OUU (1,1390+0,0g, 1,1960+0,0g e 1,212040,1;

respectivamente, ns).
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5.2.8. Fibrose intersticial

Os animais apo6s 28 dias de OUU (5,5+0,25; p<0,0001 vs Sham e
Sham+CMLA) apresentaram um aumento significativo da fibrose intersticial
em relagédo aos grupos Sham e Sham+CMLA (0,12+0,02 e 0,18+0,03 pontos
por campo). O mesmo foi observado nos animais com OUU que receberam
CMLA (3,5+0,82; p<0,001 vs Sham e Sham+CMLA) (Figura 14), ou seja, um
aumento significativo em relagdo aos animais dos grupos controles. Quando
comparado os animais com OUU+CMLA em relagdo aos animais com OUU,
apesar de constatar uma diminuicdo da fibrose intersticial nao foi
evidenciado uma diferenga significativa. A figura 15 mostra em coloragao
Tricobmio de Masson, a analise da fibrose intersticial dos grupos Sham, OUU

e OUU+CTLA apés 28 dias.

p < 0,0001 vs Sham
®p<0,001 vs

Fibrose Intersticial
(pontos/campo)

28 dias

Figura 14 - Fibrose intersticial nos animais apos 28 dias de experimento
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Sham

OUU+CTLA

Fotomicrografia das laminas coradas com Tricbmio de Masson
para a analise de fibrose intersticial dos grupos Sham, OUU e
OUU+CTLA apés 28 dias (aumento de 100x)
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6. DISCUSSAO

Com o advento da ultrassonografia nas ultimas décadas do século
passado novas perspectivas se desnudaram e a avaliacdo do ambiente
intra-uterino tornou-se uma estrada com diversos e fascinantes cenarios. O
feto passou a ser encarado como paciente unico. Por primeiro, com o
objetivo do diagndstico e com a classificagdo das malformagdes e a seguir,
na tentativa de avaliar o progndstico e estabelecer condutas clinicas,
concomitante a avaliagdo do risco materno, tornando o bindmio méae-feto
cada vez mais unissono. O tratamento intrauterino de algumas
malformagdes, ja no inicio desse século, ainda € motivo de pesquisas,
muitas ainda em fases experimentais, outras ja em fase clinica, com as

cirurgias minimamente invasivas*?*>#

, tentando melhorar o prognostico
fetal, sem elevar o risco materno.

No escopo das alteragdes morfologicas diagnosticaveis no periodo
fetal as malformagdes do trato urinario apresentam-se como uma das mais

frequentes, respondendo por um terco das anomalias fetais, em particular a

hidronefrose, com incidéncia de 2-9 por mil*°.

As condutas clinicas das hidronefroses ainda carecem de
uniformidade, visto que o espectro de tal moléstia é variado, com duvidas
quanto a sua etiologia, classificagdo e prognostico pos-natal. O objetivo
principal das intervencgdes pré-natais € preservar a fungao renal, mantendo a
homeostase da cavidade amnidtica até a viabilidade ou ainda, a maturidade

fetal. As opcgdes de intervengdes intra-uterinas vao desde o



acompanhamento ultrassonografico, com posterior avaliacdo pds-natal,
podendo em alguns casos ser necessarias analises da funcao renal pela
bioquimica urinaria; passando pelos procedimentos invasivos, como a
colocagao de drenos vésico-amniéticos, terminando em alguns casos com a
solicitagdo da interrupgao da gestacado, em casos incompativeis com a vida
extra-uterina. A utilizagdo dos procedimentos invasivos na tentativa de
manter a fungcdo renal ainda € objeto de discussdo na literatura
especializada, principalmente quanto o periodo de sua indicagao e seus
resultados®®. Sdo descritas taxas de sobrevida que variam de 0% em casos
com prognostico ruim a 42 % em casos de bom prognéstico. Em casos
submetidos a intervencgdes invasivas, as taxas de sobrevida oscilam entre
38% nos casos de prognésticos ruins e 69% nos casos de bom progndstico.
No caso especifico dos drenos intra-amniéticos, sao descritas por alguns
autores46, taxas de sucesso na colocagao dos mesmos ao redor de 50%,
Temos o mesmo indice para complicagdes, tais como parto prematuro e
morte fetal*®, e de 47% o indice de sobrevida®®. Ja a taxa de sobrevida pds-
natal, em estudo de 5 anos, nos casos tratados com drenos intra-amnioéticos,
varia de 9% a 34%, quando existe presenga de hipoplasia pulmonar, 22% na

I*”. Esses nimeros mostram a

insuficiéncia renal, 43% com disfungao vesica
gravidade da doenga, com a necessidade de alternativas de tratamento e
prevencao, sempre com o objetivo da manutencao da funcéo renal fetal. A
utilizacdo da terapia celular fetal, através da utilizacdo de células-tronco

pode desempenhar um novo enfoque nesse particular. A utilizacido de

células-tronco adultas em ensaios pré-clinicos e clinicos € amplamente
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demonstrado na literatura sobre o tema, levando em alguns casos, a
resultados animadores?’23:2%30:31,

Algumas células-tronco possuem caracteristicas como o seu facil
isolamento, cultivo, manipulacéo, potencial de diferenciagdo e producao de
fatores de crescimento e citocinas*®*°.

A escolha do liquido amniético como fonte de células mesenquimais
baseia-se, como exposto na introducdo, em fonte abundante desse tipo
celular, a maioria das células fetais proliferam mais rapidamente, em meio
de cultura, quando comparadas as células apds o nascimento. Também
respondem melhor aos estimulos ambientais que células maduras.
Sobrevivem melhor com menores niveis de tensdo de oxigénio, resistindo
melhor a hipdxia em meio de cultura. Apresentam menor chance de rejeigao
em aplicagdes alogénicas e implantes xendlogos sao melhor tolerados.
Produzem altos niveis de fatores troficos e angiogénicos, o que aumenta a
possibilidade de crescimemento apds implante, e até dos tecidos vizinhos,
mesmo sem enxertia demonstrada®®®’.

Outra vantagem no uso de células fetais na terapia celular decorre do
fato do mesmo minimizar as limitagdes de tempo, antes que a doenca
estabeleca lesbes definitivas. A coleta, tdo logo seja feito o diagndstico da
doenga, permite o cultivo e expansdo, em paralelo a gestacdo, para
utilizagdo o mais precoce possivel, seja por inoculagao direta, terapia génica
ou confecgao de enxerto autdlogo.

As técnicas de isolamento e identificagdo das CMLA ja sao

conhecidas e objeto de publicagdes sobre o tema. Na Clinica Obstétrica da
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Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Duarte, em tese de
doutorado®, descreveu a metodologia de cultura e identificacdo dessas
células, método que reproduzimos na confecgdo desse trabalho.

As células mesenquimais estromais multipotentes apresentam-se como
células fibroblastoides alongadas e fusiformes, com nucleo eucromatico,
oval, grande e central e citoplasma abundante, a microscopia de fase
(Figuras 1 e 2). Observa-se transicdo durante o cultivo®®, passando para
células grandes, achatadas e largas, com proliferagdo lenta®. Coram-se
pela fosfatase alcalina, sudan-black, colageno IV, fibronectina e nao se
coram pela esterase. Elas expressam em niveis variados os marcadores
CD29, CD105, CD44, CD44 e Stro-1 (Figura 4), ndo expressando CD14,
CD34, CD45 (marcadores celulares hematopoiéticos) e nem CD31, KDR

(marcadores celulares endoteliais)®*°°.

Elas compartiham antigenos
expressos por multiplas linhagens celulares®’.

Em cultura, essas células apresentam trés fases: a) inicial, com
duracao de 3 a 4 dias, logo apos o plaqueamento, quando o crescimento
celular é muito lento; b) logaritmica, durante as primeiras passagens,
apresenta um crescimento acelerado; c) plateau: inicia-se quando a célula
atinge a senescéncia e perde a capacidade de expans&o®®®°.

Ap6s cultivo celular em baixa densidade, elas originam coldnias®.
Presume-se que estas colbnias sejam derivadas de uma unica célula
precursora®’. Podem ser expandidas por mais de 50 vezes quando

plaqueadas em baixa concentracdo celular (1,5 células/cm?), e menos,

quando plaqueadas em concentracdes maiores™. S3o necessarias de 24 a
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33 horas para duplicacdo celular durante a fase de crescimento

62,63 58,60,64

logaritmico”*"”, com capacidade de duplicagao de 4 a 50 vezes
Outra caracteristica importante das CTM é a sua capacidade de
diferenciagdo em varias linhagens mesenquimais como condrogénica e

osteogénica (Figuras 3 e 4) 0%

. Tais caracteristicas dao as mesmas,
potencial de regenerar tecidos/6rgaos lesados. A perspectiva de utiliza-las
em terapias que possam recuperar e/ou melhorar a fungao renal apos lesao,
motiva a realizagado de estudos com a utilizagdo das mesmas em modelos
experimentais de lesdo renal. Ainda que os mecanismos de acado destas
células ndo estejam completamente elucidados, de uma maneira geral, os
estudos tém reportado melhora na funcao renal, através de marcadores
como proteinuria, creatinina sérica e taxa de filtragao renal, apés tratamento
com as mesmas®’,

Imasawa e colaboradores, por primeiro descreve o papel das células-
tronco mesenquimais (CTM) em doenca renal experimental, demostrando
melhora da doenga em ratos com nefropatia de IgA espontanea apos
transplante de medula 6ssea®®. Encontramos varios estudos experimentais
em modelo animal utilizando CTM, originarias da medula 6ssea, atuando na
regeneragao tecidual renal, contribuindo ndo apenas com a renovagéo do
epitélio tubular renal, como também na regenerac&o tubular apods insulto
renal agudo®. Recentemente, em nosso meio, foi demonstrado que o uso de
CTM derivadas da medula 6ssea em modelo de nefropatia cronica
progressiva por ablagdo 5/6 bloqueou a progressdo da doenga renal.

Constatou-se que a inoculacido de CTM promoveu efeitos renoprotetores,
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com melhora da hipertensao arterial, proteinuria, albuminudria, diminuicdo da
creatinina sérica, além da melhora dos parametros histolégicos, efeitos ja
detectados apds 15 dias da indugao da lesdo e mais consistentes depois de
30 dias’®.

A utilizagdo das CTM originarias do liquido amnidtico para o
tratamento de doengas renais é motivo, ainda n&o frequente, de discussao
na literatura.

Perin e colaboradores’’, em 2007, demonstra a capacidade de
diferenciagado das CTM do liquido amnidtico em células renais.

De Coppi e colaboradores, em 2007 descreve utilizagcdo dessas
células na lesdo da musculatura de bexiga urinaria®’.

Recentemente, Da Sacco e colaboradores, descreve novo marcador
para caracterizar as CTM no liquido amniotico, com novos subgrupos
celulares’.

A utilizagdo das CTM é avaliada em varios modelos animais com
doenga renal aguda e crbénica, sendo o modelo de obstrugdo ureteral
unilateral o que mais mimetiza a doenca renal fetal mais comum®>.

O modelo animal tem suas limitagdes, principalmente devido as
caracteristicas espécie-especifica, porém esse tipo de experimento continua
a ser fonte de conhecimento e alternativa para desenvolvimento de novas
terapias, além de passo essencial para o tratamento em humanos. O
objetivo principal de todo experimento com animais é conhecer melhor a
etiopatogenia e a historia natural da doenga tornando as opgdes de

tratamento mais eficientes. No caso das doencgas obstrutivas renais o
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tratamento deve ser focado n&o apenas em fornecer a simples drenagem da
urina, mas também tratar o impacto da obstru¢cdo no desenvolvimento
renal’™,

Ha trés tipos de modelos experimentais para o estudo das doencgas

renais, o primeiro € o modelo genético, baseado na mutagéo espontanea da
doenca em um animal isolado. O segundo s&o os modelos cirurgicos, nos
quais a doenga € induzida pelo procedimento cirurgico e o terceiro seria
aquele em que a doenca € induzida pelo bloqueio da acdo de determinados
genes’™">.
Estudos com modelos de OUU sao descritos em varios animais como
carneiros, opgao considerada cara por ser o animal de grande porte, o
gamba, por se marsupial, a op¢gdo da manipulagao fetal fora do ambiente
uterino pode ser realizada, porém a correlagdo entre a histologia e fungéo
renal mostrou-se prejudicada. Os modelos utilizando ratos ja sdo bem
definidos, inclusive no periodo de neonatal (até 2 semanas do parto), com
boa correlacdo com o periodo fetal, considerando que a maturacéo renal no
primeiro més de vida do rato é analoga a do feto humano no segundo e
terceiro trimestre de gestacdo’.

O modelo animal escolhido para esse estudo foi rato ja com
aproximadamente 45 dias de vida, pelo ineditismo, na utilizacgdo de CMLA
humana injetadas no rim do rato (configurando o xenotransplante), optamos
por modelo ja estabelecido pelo grupo de estudo, exceto pela opgao pela
OUU em vez da ablagdo 5/6 (modelo de que retira 5/6 da massa renal

total)’®. Tentamos, com projeto piloto, a manipulagdo de ratos recém-
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nascidos, porém ainda sem sucesso, por dificuldades técnicas e alta
mortalidade dos animais.

O calculo amostral foi realizado observando os parametros descritos
no trabalho anterior deste grupo de pesquisadores’®, ficando em torno de 10
animais por grupo de estudo, porém houve mortalidade inesperada, ficando
o grupo final com total de 55 animais (Grupo de 7 dias: 4 no grupo Sham, 6
no grupo Sham + CMLA, 5 no grupo OUU, e 8 no grupo OUU+CMLA. No
grupo de 28 dias: 5 no grupo Sham, 6 no grupo Sham + CMLA, 5 no grupo
OUU, e 6 no grupo OUU+CMLA), amostra considerada suficiente por alguns
trabalhos sobre esse modelo animal* 8.

O ineditismo do modelo de xenotransplante (humano —rato) com a
utilizagdo da inoculagdo das CTM oriundas do liquido amniético humano em
regido subcapsular renal do rato, nos permite observar um longo caminho
com varias duvidas em relagdo a imunomodulagdo e acao local dessas
células, ja descritas na literatura em relacdo a outros modelos visando
principalmente a terapia cardiaca e pancreatica’®’’.

A utilizagdo da via subcapsular em detrimento de outras vias de
inoculagédo, ja abordada na introdugdo desse trabalho, € justificada pela
auséncia da dependéncia do fluxo sanguineo vascular que pode expor o
tecido a poucas células injetadas e essas poderiam permanecer por menor
periodo no local desejado. A via subcapsular foi a escolhida pelo grupo em
estudo prévio que demonstrou com ineditismo a presenca da célula nessa
regido renal, sua migragao e distribuicdo a partir desta regido em direcéo a

cortical e a medular. Sendo verificado que apds 5 dias a concentragcio
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celular se manteve na regido subcapsular. Nas regides cortical e medular, o
pico de concentracao de infiltracdo de células foi observado apdos 10 dias de
inoculagdo da CT. Essa concentragdo celular nas regides subcapsular e
cortical manteve-se constante apos 15 e 30 dias. Ou seja, a inoculagéo das
CT na regido subcapsular renal proporcionou uma migragao das CT atraves
do cortex, infiltrando os glomérulos e o intersticio, chegando até a regiao
medular, indicando haver efetivamente a disponibilidade de CT no local da
lesdo por um periodo prolongado®. Nao foi objetivo, desse trabalho,
reproduzir tal achado ja demonstrado pelo nosso grupo de estudo
anteriormente em trabalho em vias de publicacéao.

Embora os estudos iniciais tenham descrito o potencial papel das
CTM participando da regeneracédo tubular, o entendimento atual € que elas
S40 responsaveis por pequena percentagem da recuperagdo tubular.
Considerando-se a baixa percentagem de CTM nos locais da leséo,
juntamente com significativa resposta proliferativa e renoprotetora a IRA,
varios estudos sugerem que a infusdo de CTM exerce seus efeitos
terapéuticos através de mediadores paracrinos e efeitos
imunomoduladores’®™.

Chevalier e colaboradores® estudam as consequéncias da obstrugéo
ureteral unilateral temporaria em ratos por até 28 dias, e constata que ocorre
lesdo definitiva mesmo em obstru¢des de 5 dias, com persisténcia da lesédo
vascular, glomerular, tubular e intersticial. Diferentemente desse, o presente
estudo avalia as mudancas de parametros de fungdo e morfologia renal

vigindo a OUU. Essa analise apds a lesao estabelecida e com via excretora
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renal patente nao corresponde ao nosso objetivo, e talvez pudesse
demonstrar resultado diferente, uma vez que o ambiente de agcdo das CMLA
mudaria, sem a brutal compresséo exercida pela completa obstrugdo da via
excretora renal e colabamento vascular tecidual. Este estudo inicial, embora
pioneiro, procura demonstrar as transformagdes ocasionadas a funcao renal
ainda na vigéncia da obstrugdo em animal adulto, mesmo sendo ela
prolongada, como no caso de 28 dias. Estabelecido entdo os limites da
analise dos achados do presente estudo, devemos esclarecer que novas
avaliagdes sdo necessarias ainda no modelo de animal adulto, para sé entéao
nos aventurarmos no modelo intrauterino.

Quanto ao volume urinario, embora nao significativo estatisticamente,
observa-se um aumento com a inoculagdo de CMLA, somente nao
observado no grupo de 28 dias apés OUU, talvez pelo alto grau de lesao
tecidual. O volume urinario é consequéncia da taxa de filtracdo glomerular e
um aumento nessa taxa pode ser relacionado a melhora da perfuséao
tecidual, por possivel acao paracrina das CMLA. Para uma melhor avaliagao
desse parametro poderiamos imaginar um desdobramento desse estudo,
com lesdo nao tao agressiva como a obstrucao total, sequida de avaliagao
da perfusdo sanguinea e taxa de filtracdo glomerular. Outro aspecto que
pode esclarecer melhor essa questdo e no aumento do numero de CMLA
inoculadas, tentando estabelecer no modelo a quantidade de inoculo ideal
para o efeito esperado.

A queda na proteinuria representa marcador importante da melhora

da fungao renal, e ela é significativa em todos os grupos de estudo, sendo



53

exuberante no grupo de 28 dias apés OUU e inoculagdao de CMLA, talvez o
resultado mais importante do presente estudo. A analise por separado do
resultado da proteinuria revela que com sete dias de obstrugdo observa-se
que todos os grupos apresentam excregao dentro dos valores de
normalidade, podendo representar uma adaptacdo a agressao pela
obstrugcdo ureteral. Mesmo nesse caso, observa-se menor excregao nos
grupos com inoculagdo de CMLA. No grupo de 28 dias, a excregao de
proteinas urinarias encontra-se acima da normalidade em todos os grupos,
exceto naqueles que receberam CMLA, com reducao estatisticamente
significativa da proteinuria. Esse achado pode ter ocorrido, a semelhanga do
aumento de volume urinario, por efeito paracrino, uma vez que nao se
observou neo-formacgado de unidades tubulo-glomerulares naqueles rins em
que se injetou as CMLA. Esse resultado nos parece extremamente
importante, devendo direcionar os préximos estudos, no sentido de um
melhor entendimento do processo, principalmente na agao exercida no rim
contra-lateral e tentando esclarecer qual a via de influéncia desses provaveis
fatores de liberagao.

Outro marcador importante da fungao renal € a dosagem de creatinina
sérica, que também mostrou tendéncia de queda nos grupos apos
inoculacdo de CMLA. Em separado essa analise revelou um aumento do
nivel de creatinina sérica apds a obstrugdo em relagdo ao controle, sendo
que no grupo de 7 dias, apo6s inoculagao essa tendéncia a melhora foi menor
e quando ocorreu aumento importante nos niveis de creatinina sérica (grupo

de 28 dias), o grupo com inoculagdo de CMLA mostrou queda maior, talvez



identificando necessidade de maior agressdo para resposta a esse
parametro. Da mesma maneira que em relagdo a proteindria o foco das
investigacdes deve mirar a liberacao de fatores, pelas CMLA, que promovam
melhor filtracdo glomerular. Outro parametro analisado, a dosagem de ureia
sérica, mostrou, como esperado, aumento apds OUU. Quanto a inoculagao
de CMLA observou-se resultado interessante e contraditério. No grupo mais
precoce, de 7 dias notou-se aumento do seu nivel apds inoculagao,
enquanto que no grupo mais tardio pds-obstrugcdo, manteve-se inalterado.
Como ela também reflete fungao renal, merece melhor estudo, podendo
corresponder a processo diferente de agcdo em relacdo a proteinuria e
dosagem de creatinina sérica.

Observou-se aumento da massa renal nos casos de obstrucao
unilateral, como esperado. A comparagao entre a massa renal do grupo em
que se realizou a inoculagdo de CMLA e o controle ndao demonstrou
diferenca significativa. A avaliagcdo da massa renal é realizada, na pratica
experimental, com rim total. No modelo de OUU observa-se grande dilatagao
da via excretora, com acumulo de urina, que influencia o resultado final da
massa. A analise mais acurada desse fato, embora nao pertinente ao
escopo desse estudo, mostrou que no presente trabalho, o aumento foi
devido ndo a um aumento de parénquima, mas sim pela dilatacao tubular e
acumulo de urina. O motivo dessa maior dilatagcdo da via excretora renal
deve ser motivo de investigagao em trabalho posterior, incluindo o papel da

CMLA.
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O modelo de OUU é clinicamente identificado pela faléncia da fungao
renal e histopatologicamente pela presenca de fibrose intersticial, atrofia
tubular, apoptose e infiltrado inflamatério. O periodo de estudo dessas
variaveis na maioria dos modelos de OUU & de 2 a 14 semanas®'. Em nosso
trabalho optamos pela avaliagdo no 7° e 28° dia, esse ultimo mais tardio que
a literatura no intuito de analisar a doengca em estagio mais grave,

verificando o possivel efeito da CMLA nessa fase da doenca renal.

Optamos pela analise da presenca da fibrose intersticial pelo método
descrito por Chevalier e colaboradores’, método este ja descrito em

trabalho anterior do grupo’®. Tal método mostrou-se reprodutivel.

Observamos diminuicdo da fibrose intersticial nos animais com
OUU+CMLA em relagcdo aos animais com OUU. Apesar de constatar
diminuicdo da fibrose intersticial, ndo foi evidenciado uma diferenca
significativa. A auséncia de significancia estatistica dessa analise causou
surpresa, ja que a avaliagao foi realizada com 28 dias de OUU, tempo
considerado tardio, causando mais dano ao tecido renal. A fibrose intersticial
€ descrito como o fendmeno final no mecanismo histopatolégico da

obstrucao ureteral, sendo marcador importante da gravidade da doencga.

A acdo da CMLA na fibrose intersticial foi limitada sendo achado
semelhante ao descrito por Cavaglieri com outro modelo animal e com
células-tronco de medula 6ssea’®. Porém, diferente do descrito por Semedo
e colaboradores, que utilizando o mesmo modelo, constataram uma melhora

da fibrose intersticial quando administradas 3 doses de CTM®2. Tal achado
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precisa ser melhor estudado, pois com uma quantidade maior de in6culo, ou

em associagao com algum fator de crescimento, pode-se conseguir melhora.

De acordo com trabalhos publicados por Fujihara e colaboradores,
apesar da fibrose intersticial ja estar presente nos animais com 30 dias de
lesdo, esse parametro s6 é realmente marcante apds 60 dias de lesao
tecidual, demonstrando assim um carater progressivo da doenga renal no

rim remanescente em modelos de doenca renal cronica por ablagéo 5/6%%%,

Podemos destacar também a possibilidade de limitagdo técnica do
meétodo para a avaliagdo desse achado histologico, a literatura sobre o tema
nao destaca nenhum método como “padrdo ouro” para essa analise, sendo
descritos outros métodos subjetivos como o semiquantitativo, outros com

maior complexidade técnica e melhor reprodutibilidade®.

Considerando que o possivel efeito protetor das CT baseia-se na sua
influéncia no microambiente inflamatdrio, ja descrita na literatura, esse efeito
nao foi objeto de observacdo do presente estudo, que também néo
contemplou o impacto imunolégico das CMLA no tecido renal, hipoteses ja
descritas por alguns autores e que podem influenciar os resultados

histologicos e funcionais’®.

Ha de se esclarecer que o tipo de lesdao renal provocado pela
obstrucdo completa unilateral € bastante grave, e mesmo assim se observou
melhora dos padrbes de fungao renal. O tipo de acdo das CMLA parece ser
por fator paracrino, que estabeleceram a mudancga nos padroes analisados,

uma vez que nao houve alteragao significativa na histologia.



57

O resultado do presente trabalho, de possivel efeito paracrino, esta de
conformidade com os dados da literatura em inoculagdo de células-tronco
mesenquimais em lesao renal, embora com modelos animais diferentes do
presente®®80:87,

Apesar de resultados animadores, o uso de CT no reparo renal
precisa ser melhor investigado. A participagao destas células e seu potencial
de regeneracdao podem contribuir para o desenvolvimento de novas

intervengdes baseadas na aceleragdo da regeneragcédo renal levando a

restauracao da funcao renal.

Concluindo, células do liquido amnidtico apresentam células com
fendtipo de células-tronco mesenquimais, com capacidade de diferenciagao
osteogénica e condrogénica®®. A via sub-capsular de administracdo, ja
demonstrada ser eficiente em outros estudos7°, mostrou ser capaz de
melhorar os indices de funcao renal, apds obstrugao ureteral unilateral nos
grupos de sete e vinte e oito dias, por provavel efeito paracrino. Também
observou-se tendéncia de melhora da fibrose intersticial nos casos de

inoculagdo de CMLA, porém néo significativa.

O presente trabalho, de carater pré-clinico, € o inicio de longa jornada
no estudo de possiveis tratamentos intrauterinos dos fetos acometidos com
doencga até agora sem tratamento ou dependentes de procedimentos para
amenizar seus efeitos, no érgao afetado, ainda vinculado a procedimentos

invasivos com riscos elevados ao bindmio mae-feto.
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