UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL - UFMS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA
REGIAQO CENTRO-OESTE

PETERSON VIEIRA DE ASSIS

AVALIACAO DO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEFROTOXICIDADE
MEDICAMENTOSA

Campo Grande, MS.
2019



PETERSON VIEIRA DE ASSIS

AVALIACAO DO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEFROTOXICIDADE
MEDICAMENTOSA

Tese apresentada ao Programa de Pds-
graduacéo em Salde e
Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul como requisito
para obten¢éo do titulo de Doutor.

Orientadora: Profa. Dra. Andréia Concei¢do Milan Brochado Antoniolli da Silva

Co-orientador: Prof. Dr. Rodrigo Juliano Oliveira

Campo Grande, MS.
2019



PETERSON DE ASSIS VIEIRA

AVALIACAO DO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEFROTOXICIDADE
MEDICAMENTOSA

Tese apresentado ao Programa de Pos-
graduacdo em Salde e Desenvolvimento
na Regido Centro-Oeste da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul como
requisito para obtencdo do titulo de
Doutor.

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Andréia Conceicdo Milan Brochado Antoniolli da Silva
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Dr. Marco Antdnio Gongalves
Hospital Regional de Mato Grosso do Sul

Profa. Dra. Larissa Correa Hermeto
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Dr. Jodo Alexandre Queiroz Juveniz
Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian - HUMAP/EBSERH

Prof. Dr. Roberto Antoniolli da Silva
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Campo Grande, MS.
2019



DEDICATORIA

A DEUS,

Pelo Seu infinito amor, graca e misericordia.



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, Francisco e Regina,

Pelo apoio fraternal.

A minha leal e amada companheira, Patricia

Pelo amor, incentivo, paciéncia e por sempre estar ao meu lado.

Aos meus filhos, Peterson, Vinicius e Maria Fernanda

Por serem meu estimulo e inspiracéo.



RESUMO

Vieira, P. S. AVALIAQAO DO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS EM MODELO EXPERIMENTAL DE NEFROTOXICIDADE
MEDICAMENTOSA. [Tese de doutorado]. Campo Grande: Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul; 2019.

A lesdo renal aguda (LRA) é uma doenca caracterizada pela queda da taxa de filtracéo
glomerular e é considerada um problema de salde publica, pois causa morbidade e
mortalidade. Em alguns casos, a terapia celular com células-tronco mesenquimais
(CTM) pode ser uma opcéo para a retomada da funcdo e homeostase do rim. Assim, a
presente pesquisa avaliou os efeitos da terapia celular com CTM derivadas da médula
6ssea na lesdo renal aguda em ratos Wistar machos expostos ao agente quimioterapico
cisplatina. Os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais (n = 06): Grupo
doador de médula dssea (GD); Grupo Controle (GC) — animais tratados com solucao
tampéo fosfato salino (PBS) e que n&do receberam o transplante de CTM; Grupo
Nefrotoxicidade (GN) — animais tratados com o quimioterapico cisplatina (4mg/kg) e
que nao receberam o transplante de CTM; e o Grupo Nefrotoxicidade + Célula Tronco
Mesenquimais (GN + CTM) — animais tratados com a cisplatina e que receberam o
transplante de CTM (1,0 x 10° células). Os resultados demonstraram que a terapia
celular causou reducdo dos niveis plasmaticos de ureia e creatinina. Na andlise
histopatoldgica observou-se reducdo (p<0,05) da frequéncia de danos no GN + CTM em
relacdo ao GN. Diante dos resultados apresentados, infere-se que a terapia celular com
células tronco mesenquimais seja uma possibilidade de escolha para o tratamento da

lesdo renal aguda.

Palavras-chave: cisplatina, rim, imunomodulacéo, transplante



ABSTRACT

Vieira, P. S. EVALUATION OF TRANSPLANTATION OF MESENQUIMIAL
STEM CELLS IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF MEDICINAL
NEFROTOXICITY. [Doctoral thesis]. Campo Grande: Federal University of Mato
Grosso do Sul; 2019.

Acute kidney injury (AKI) is a disease characterized by a drop in glomerular filtration
rate and is considered a public health problem because it causes morbidity and
mortality. In some cases, cell therapy with mesenchymal stem cells (MSC) may be an
option for resumption of kidney function and resting. Thus, the present study evaluated
the effects of cell therapy with bone marrow-derived MSC on acute renal injury in male
Wistar rats exposed to the chemotherapeutic agent cisplatin. The animals were divided
into 4 experimental groups (n = 06): Bone marrow donor group (DG); Control Group
(CG) - animals treated with phosphate buffered saline solution (PBS) and not receiving
MSC transplantation; Nephrotoxicity Group (NG) - animals treated with the
chemotherapeutic cisplatin (4mg/kg) and that did not receive MSC transplantation; and
the Nephrotoxicity Group + Mesenchymal Stem Cell (NG + MSC) — animals treated
with cisplatin and who received MSC transplantation (1,0 x 10° cells). The results
demonstrated that the cellular therapy caused reduction of plasma levels of urea and
creatinine. Histopathological analysis showed a reduction (p <0.05) in the frequency of
NG + MSC damage in relation to NG. In view of the results presented, it is inferred that
cell therapy with mesenchymal stem cells is a possibility of choice for the treatment of

acute renal injury.

Key words: cisplatin, kidney, Immunomodulation, transplantation
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1. INTRODUCAO

O perfil demogréfico do Brasil transforma-se desde a década de 70 e as familias,
majoritariamente, rurais e numerosas, acometidas pelo alto risco de mortalidade infantil,
deu lugar as familias urbanas e com menor numero de filhos. Essa transicdo determinou
aumento do numero de adultos e idosos na populacdo brasileira e um declinio no
nimero de criancas e jovens (LEONE; MAIA; BALTAR, 2010; MIRANDA;
MENDES; SILVA, 2016; VASCONCELOS; GOMES, 2012).

A transicdo demografica, com consequente mudanca da estrutura etaria da
populacdo é fruto, primeiramente, da reducdo das taxas de mortalidade e,
posteriormente, da queda nas taxas de natalidade (ALVES, 2008). Auxiliaram no
primeiro processo o0 aumento do saneamento bésico, o controle e a erradicacdo de
grandes epidemias, os avancos terapéuticos como a melhoria da antibioticoterapia e
quimioterapia, dentre outros (OLIVEIRA; ALVES, 2009; SANTOS; MARINHO,
2013); além do processo de urbanizagdo e industrializacdo anteriormente citado
(LEONE; MAIA; BALTAR, 2010; MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016; OLIVEIRA,
ALVES, 2009; SANTOS; MARINHO, 2013; VASCONCELQOS; GOMES, 2012).

Tendo passado por essas alterac@es, estimava-se que o Brasil no ano de 2050
tera entre 253 e 259,8 milhdes de habitantes (IBGE, 2004; 2008). No ano de 2000 a
populacdo brasileira tinha 30% de individuos com idade entre zero e 14 anos e apenas
5% de individuos com mais de 65 anos e dentre esses cerca de 1,8 milh&o tinha mais de
80 anos. Porém, estima-se um perfil distinto desse para o ano de 2050 quando a
populacdo devera ter 18% de individuos com idade entre zero e 14 anos e essa mesma
quantidade de individuos com mais de 65 anos. Nesse periodo é esperado que tenham
13,7 milhdes de individuos com mais de 80 anos (IBGE, 2004).

Em geral, 60% de todos os tipos de cancer acometem individuos com mais de 65
anos de idade e a mortalidade associada a essa doenca, nessa populacdo, chega a 70%.
Logo, a populacédo idosa representa e representard ainda mais, nas décadas futuras, um
grande problema de salde publica no que se refere aos tratamentos oncoldgicos
(PONTES et al., 2014; RIES; KOSARY; HANKEY, 1998).

Para se atingir as maiores taxas de sucesso no tratamento oncoldgico, e
principalmente para reduzir as taxas de comorbidades, & preciso que se faca a selecéo

adequada da terapéutica observando, em especial, caracteristicas peculiares dos idosos
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tais como a funcdo renal reduzida e a predisposicdo & maior toxicidade quando
administrados os medicamentos (PONTES et al., 2014; WILDIERS et al., 2003).

N&o obstante, mesmo diante de escolhas terapéuticas adequadas, ndo somente a
populacdo idosa, mas também pacientes oncolégicos em geral, em consequéncia dos
tratamentos com medicamentos contra o cancer, que sdo toxicos, €, muitas vezes devido
a hospitalizacdo por longos periodos e polimedicacfes, ocorre o desenvolvimento de
outras doencas como é o caso da insuficiéncia renal que se desenvolve como
complicacdes de outras doencas e dos tratamentos das mesmas (SANTOS; MARINHO,
2013). As internacgdes hospitalares registram pelo menos cerca de 2 a 5% de pacientes
que evoluem com insuficiéncia renal (HOSTE; SCHURGERS, 2008; SANTOS et al.,
2009; URT-FILHO et al., 2016; WEN et al., 2010). Mas, quando avaliadas as unidades
de terapia intensiva esse numero aumenta para cerca de 20 a 40,3% (HOLCOMBE;
FEELEY, 2008; SANTOS; MATOS, 2008; SANTOS et al., 2009; SOUZA et al.,
2010). Além disso, destaca-se que em unidades de terapia intensiva ha uma mortalidade
média de 70% dos pacientes que evoluiram com insuficiéncia renal (SANTOS;
MARINHO, 2013).

Nesse quantitativo anteriormente descrito estdo incluidos pacientes tratados com
quimioterapia e radioterapia que também sdo causadores de insuficiéncia renal
(HUMPHREYS; SOIFFER; MAGEE, 2005). Dentre os quimioterapicos, a cisplatina,
usada na maioria dos tratamentos de tumores sdlidos e hematoldgicos (SERPELONI et
al., 2013), € nefrotdxica, mesmo estando em concentracdes plasmaticas ndo tdxicas,
devido a sua capacidade de alterar o sistema de transporte renal (GORDON;
GATTONE, 1986; REN et al., 2002; SERPELONI et al., 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude estima-se que haja atualmente
em torno de 850 milhdes de pessoas com doenga renal, decorrente de varias causas no
mundo. A doenca renal cronica (DRC) causa pelo menos 2,4 milhes de 6bitos por ano,
com taxa crescente de mortalidade e ja é a sexta causa de morte que mais cresce. Ja a
lesdo renal aguda, importante risco para a DRC, afeta mais de 13 milhdes de pessoas no
mundo, sendo que 85% desses casos estdo concentrados em paises de baixa e media
renda. Estima-se que cerca de 1,7 milhdes morram anualmente devido a insuficiéncia
renal aguda no mundo (SBN, 2019).

Em geral, a insuficiéncia renal aguda ndo possui tratamento especifico e o que se
propde é eliminar ou tratar a sua causa ou sintomas (FRY; FARRINGTON, 2006; URT-
FILHO et al., 2016). No entanto, como essa doenca esta sujeita a complicacbes e
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cronicidade, o desenvolvimento de terapias inovadoras/alternativas para o
reestabelecimento da funcéo renal, com rapidez, seguranca e efetividade, sdo cada vez
mais requeridos (URT-FILHO et al., 2016), principalmente nesse momento em que a
populacdo brasileira esta envelhecendo (GOMES, 2012; LEONE; MAIA; BALTAR,
2010; VASCONCELOS; MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016).

As propriedades imunoprotetoras das células troncos mesenquimais (CTM),
juntamente com seu potencial rejenerativo tecidual, as tornam candidatas interessantes
para aplicacdo clinica (VALENCIA et al., 2016)

Diante do exposto o presente trabalho se propds a padronizar no Centro de
Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicoldgica (CeTroGen) um
modelo de insuficiéncia renal aguda medicamentosa, usando 0 quimioterapico
nefrotoxico cisplatina, bem como a extracdo, o cultivo e a diferenciacdo de células
tronco mesenquimais da medula Gssea e, por fim, avaliar os efeitos do transplante
dessas células tronco mesenquimais em modelo pré-clinico (experimental) de

nefrotoxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da terapia celular com células tronco mesenquimais em

modelo de nefrotoxicidade causada por medicamento quimioterapico.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Modelo de Doenca

Padronizar o modelo de nefrotoxicidade induzida por cisplatina.

2.2.2. Obtencdo, cultivo e diferenciacdo de células tronco mesenquimais

Padronizar a obtencdo, o cultivo e a diferenciacdo de celulas tronco

mesenquimais da medula 6ssea de ratos Wistar.

2.2.3. Terapia celular e Nefrotoxicidade

Avaliar os efeitos das células tronco mesenquimais na nefrotoxicidade induzida

por cisplatina em modelo experimental por meio de estudos bioquimicos e histoldgicos.
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3. Nefrotoxicidade induzida por cisplatina e células tronco mesenquimais da

medula éssea

3.1. Material e Métodos
3.1.1. Agentes Quimicos

Para a indugdo da nefrotoxicidade foram utilizados dois protocolos com o
quimioterapico cisplatina (Fauldcispla LIBBS®, Lote: 12G0O702). O primeiro foi
baseado em Urt-Filho et al. (2016) e Wong et al. (1993), com modifica¢des, quando a
dose de 5mg/kg de peso corporeo (p.c.) foi administrada, por via intraperitoneal (i.p.),
uma vez por semana ao longo de 4 semanas consecutivas. O segundo protocolo foi
baseado em Canta et al. (2011) quando a dose de 4mg/kg (p.c., i.p.) foi administrada

uma vez por semana ao Iongo de 4 semanas consecutivas.

3.1.2. Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos e sexualmente maduros, provenientes
do Biotério Central do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (INBIO/UFMS). Os animais foram mantidos, em trios, em caixas de propileno
recobertas por cepilho e alimentados com racdo comercial (Nuvital®) e agua filtrada ad
libitum. As caixas foram mantidas em estante ventilada (Alesco®) sob condig¢Oes
padronizadas de climatizacdo com fotoperiodo de doze horas (12 horas de claro: 12
horas de escuro), temperatura em torno de 22+2°C e umidade relativa de 55+10%. O
experimento foi conduzido em concordancia com as diretrizes da Declaragdo Universal
dos Direitos dos Animais e com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
UFMS (Protocolo #532/2013).

3.1.3. Delineamento Experimental

Os animais foram distribuidos em trés grupos sendo o (I) Grupo | composto por
12 animais destinados ao experimento piloto; o (II) Grupo Il composto por 6 animais
utilizados como doadores de células tronco mesenquimais da medula 6ssea; e o (I1I)

Grupo Il composto por 18 animais que compuseram os grupos do estudo experimental.
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3.1.3.1. Experimento Piloto

Os animais do Grupo | (Grupo cisplatina) foram utilizados para o experimento
piloto de padronizagcdo do modelo de doenga, insuficiéncia renal aguda/nefrotoxicidade,
12 animais distribuidos em dois grupos experimentais. Os animais do primeiro grupo
(Cisplatina 4 — CIS4) foram tratados com cisplatina uma vez por semana durante quatro
semanas consecutivas com a dose de 4mg/Kg (p.c., i.p.) segundo o protocolo de Canta
et al. (2011). Os animais do segundo grupo experimental (Cisplatina 5 — CIS5) foram
tratados com cisplatina uma vez por semana durante quatro semanas consecutivas com a
dose de 5mg/Kg (p.c., i.p.). Esse grupo baseou-se numa adaptacdo de Urt-Filho et al.
(2016) e Wong et al. (1993).

3.1.3.1.1. Avaliag6es Bioquimicas da Funcéo Renal

As avaliagdes bioguimicas da funcao renal, ureia e creatinina, foram realizadas
antes da administracdo do quimioterapico (C1S4-Oh; CIS5-0h) e 48 horas (CIS4-48h;
CIS5-48h) e 30 dias (CIS4-30d; C1S5-30d) apds a administracdo da Ultima dose de
cisplatina. A coleta de sangue foi realizada por meio do plexo retro-orbital apds
anestesia (Ketamina — 50mg/kg p.c., i.p.; Xilazina — 10mg/kg p.c., i.p.). Apos a coleta,
aguardou-se a sedimentacdo do sangue a 4°C e o soro foi congelado a -20°C até o
momento da analise. A analise da creatinina foi realizada pelo método colorimétrico
cinético (método Jaffé) e a analise da ureia pelo método cinético com urease e
glutamato desidrogenase  no equipamento automatizado COBAS 6000 (Roche

Diagnostics®) segundo recomendacdes do fabricante.

3.1.3.2. Estudo Experimental

3.1.3.2.1. Obtencéo, Cultivo e Expansdo da Células Tronco Mesenquimais da

Medula Ossea

Os animais do Grupo |1, denominados Grupo Doadores - GD, foram submetidos
a eutanasia por dose excessiva de anestésico (Tiopental®) via intraperitoneal. Em

seguida, os fémures foram coletados e cada um teve o seu lumen intradsseo lavado com
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5mL de solucdo tampdo fosfato salino (PBS) suplementado com antibidtico a 1%
(Penicilina/Estreptomicina, LGB Biotecnologia®) em condigdes estéreis. A suspensao
celular foi centrifugada a 2.000 rpm por 5 minutos e o pellet foi ressuspendido em 5 ml
de PBS estéril. Esse procedimento foi realizado em triplicada. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 4 ml de DMEM-Low glucose (LGC Biotecnologia®) e essa
suspensao celular foi transferida para um tubo coénico, contendo 4 ml de SeptCell (LGC
Biotecnologia®), o qual foi centrifugado a 1.200 rpm por 30 minutos. Posteriormente, a
fracdo mononuclear foi coletada com o auxilio de uma micropipeta e ressuspendida em
5 ml de PBS. A suspensao celular foi centrifugada a 2.000 rpm por 5 minutos e,
novamente, ressuspendida em PBS. O procedimento foi repetido 5 vezes para a retirada
de tracos de SeptCell. Logo ap6s, o pellet correspondente a cada animal doador foi
semeado em dois frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 ml de DMEM-Low glucose
suplementado a 10% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia®) e 1% de antibidtico.
Antes da transferéncia para o frasco de cultura uma aliquota de 10ul de cada animal foi
separada para analise da viabilidade celular por azul de tripan (LGC Biotecnologia®).
Para tanto misturou-se a amostra biolégica com azul de tripan na proporgdo de 1:1
(BITTENCOURT et al. 2006; MEIRELLES; NARDI, 2003; URT-FILHO et al., 2016).

O cultivo celular se deu em incubadora Thermo Scientific® a 37°C e 5% de CO..
Durante a expansédo celular o meio de cultura suplementado com 10% de soro bovino
fetal foi trocado a cada 48 horas. Para as passagens (culturas com 70-80% de
confluéncia), a tripsinizagdo foi realizada com 1 ml de tripsina 0,25% (LGC
Biotecnologia®) nos frascos de 25 cm? e 2mL nos frascos de 75 cm?, ap6s 3 lavagens
com 5 ml de PBS. A inativacdo da tripsina foi realizada com meio de cultura
suplementado na proporcdo 1:5 (MONTEIRO et al., 2009). Apds a inativacdo, a
suspensdo celular foi centrifugada a 2.000 rpm por 5 minutos e o pellet ressuspendindo
em 1 ml de meio de cultura suplementado. Na primeira passagem, cada frasco de 25
cm? foi dividido em outros dois com a mesma capacidade. Na segunda e terceira
passagens as células foram semeadas em frascos de 75 cm? na proporcdo de 1:1 e 1:2,
respectivamente. Em todos os repiques retirou-se uma amostra de 10ul para a analise da
viabilidade celular por azul de tripan.(1:1) (MONTEIRO et al.,2009; URT FILHO et
al.,2016)

3.1.3.2.2. Diferenciacdo Osteogénica, Adipogénica e Condrogénica
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Os frascos destinados aos experimentos de diferenciagdo, quando atingiram a
confluéncia de 80%, foram novamente tripsinizados como descritos anteriormente e as
células foram semeadas em 6 frascos de 25 cm?, na concentragdo de 2x10° células. Trés
frascos de 25cm? utilizados como controles, foram mantidos em meio de cultura
suplementado. Para a diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica, as células
foram mantidas por 24 horas em meio de cultura suplementado. Em seguida, esse foi
substituido por meio de cultura STEMPRO Adipogenic, Osteogenesis e Chondrogenesis
Differentiation Kit (Invitrogen®) e mantidas em cultura por 14 dias para a diferenciagédo
adipogénica e por 21 dias para a culturas osteogénicas e condrogénicas, com trocas duas
VeZzes por semana.

Para a confirmacdo da diferenciacdo adipogénica, apos descarte do meio
diferenciador, as células foram fixadas por 60 minutos, em temperatura ambiente, com
formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas com isopropanol a 60% e,
posteriormente, incubadas com Oil Red O (Sigma®) por 20 minutos em temperatura
ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagens com agua destilada. A
diferenciacdo foi confirmada pelo acimulo de lipideos intracelulares no 14° dia
(PESARINI et al., 2017; PESARINI et al., 2018; SCHWEICH et al., 2017).

Para a diferenciacdo osteogénica, ap6s descarte do meio diferenciador, as células
foram fixadas por 10 min., em temperatura ambiente, com formol a 10%. Em seguida,
as células foram lavadas 2 vezes com PBS e coradas com Alizarin Red (Sigma®) por 5
min. em temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagens com
agua destilada. A diferenciagdo osteogénica foi comprovada pela visualizagdo de
depdsitos de calcio no 21° dia (PESARINI et al., 2017; PESARINI et al., 2018;
SCHWEICH et al., 2017).

Durante o processo de cultivo celular da diferenciacdo condrogénica as células
se agruparam formando um esferoide. Ao final do processo esse foi coletado por
aspiracdo com uma pipeta Pasteur. O esferoide foi fixado em formalina tamponada 10%
a temperatura ambiente e, posteriormente, foi submetido a rotina histologica no
processador de tecidos automatizada TP09 TS Lupetec® conforme instrugdes do
fabricante. Posteriormente, o esferoide foi cortado em micrétomo Leica® RM2235 em
cortes com espessura 3 um. As laminas foram coradas com Azul de Alcian usando o kit
EasyPath conforme as especificacdes do fabricante. A diferenciacdo foi confirmada pela
presenca de matriz extracelular rica de glicosaminoglicanos no 21° dia (PESARINI et
al., 2017; PESARINI et al., 2018; SCHWEICH et al., 2017).


http://products.invitrogen.com/ivgn/product/A1007101?ICID=search-product
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/A1007101?ICID=search-product
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3.1.3.2.3. Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos sendo o (1) Grupo Controle - GC
(n = 6) - os animais foram tratados com solucao tampdo fosfato (PBS) na proporc¢éo de
1ml/100g (p.c.; i.p.), uma vez por semana durante 4 semanas consecutivas, e uma nova
administragdo de PBS foi realizada por via intravenosa (i.v.), pela veia caudal, 24 horas
da ultima administragdo i.p.; (1) Grupo Nefrotoxicidade - GN (n = 6) - 0s animais
foram tratados com cisplatina na concentracdo de 4 mg/Kg (p.c., i.p.), uma vez por
semana durante 4 semanas consecutivas, e fez-se uma administragdo de PBS (i.v.), pela
veia caudal, 24 horas da Gltima administracdo i.p.; e o (Ill) Grupo Nefrotoxidade +
Célula Tronco Mensenquimais - GN+CTM (n = 6) - os animais foram tratados com
cisplatina na concentracdo de 4 mg/Kg (p.c., i.p.), uma vez por semana durante 4
semanas consecutivas, e fez-se uma administracdo de CTM (i.v.), pela veia caudal, 24
horas ap6s da ultima administracdo i.p de cisplatina.. Para cada animal foi transplantado
1x10° células (URT-FILHO et al., 2016).

A eutanasia dos animais aconteceu 30 dias ap6s a administracdo das CTM.

3.1.3.2.4. Transplante das Células Tronco Mesenquimais

Apos a confluéncia da terceira passagem, os frascos de cultura foram novamente
tripsinizados como descrito. A suspensdo celular foi centrifugada a 2.000 rpm por 5
minutos e o pellet ressuspendido em PBS para obtencdo das células utilizada na terapia
celular na concentragdo de 1,0x10° células. Os animais do grupo GN+CTM receberam o
transplante das CTM (i.v.) 24 horas ap6s a administracdo da Gltima dose de cisplatina.
Os demais grupos, no mesmo periodo, receberam pela mesma via 1ml de PBS estéril
(veiculo da suspensdo de CTM). Para a realizacdo do transplante os animais foram

anestesiados como descrito anteriormente.

3.1.3.2.5. Avaliacdes Biogquimicas da Funcdo Renal
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As avaliagdes bioquimicas da funcdo renal, ureia e creatinina, foram realizadas
como descrito para o experimento piloto porém 30 dias apds a administracdo da Gltima

dose de cisplatina.

3.1.3.2.6. Analise Histopatologica

Ap0s o periodo experimental os animais foram submetidos a eutanasia por dose
excessiva de anestésico como descrito. Em seguida, os rins foram coletados,
seccionados, fixados em formalina tamponada 10% e preparados segundo praticas de
rotina histopatoldgica segundo Urt-Filho et al. (2016).

Para analise histopatologica utilizou-se 0 modelo duplo-cego e os critérios da
Classificacdo de Banff 97, de acordo com Racusen et al. (1999) e com modificacGes de
Urt-Filho et al. (2016) onde relata-se: 1) Tubulite: infiltrado linfocitario intratubular
(necrose e substituicdo por fibrose ndo avaliados); 2) Degeneracdo hidrépica tubular:
balanonizacdo citoplasmatica das células do tabulo contorcido proximal (1+<25%;
2+25-75%; 3+>75%); 3) Proteina intratubular: presenca de material eosinofilico dentro
dos tubulos (contorcido proximal, distal, alca de Henle) — faléncia da filtracdo
glomerular, faléncia de reabsorcdo tubular (1+<25%; 2+25-75%; 3+>75%); 4)
Glomerulite: infiltrado linfocitario no glomérulo; 5) Arterite: infiltrado linfocitario nas
arteriolas; 6) Infiltrado intersticial: linfécitos no intersticio (1+0-25%; 2+25-75%;
3+>75%); 7) Fibrose intersticial: deposicdo de colageno cicatricial; 8) Esclerose
glomerular: fibrose de glomérulos (faléncia do néfron); 9) Calcificacdes; 10)
Retracdo/Atrofia cortical: substituicdo parcial do parénquima renal por fibrose e/ou
infiltrado inflamatorio; 11) Apoptose/Necrose tubular: degeneracgéo total ou parcial dos
tibulos (1+<25%; 2+25-75%; 3+>75%); 12) Necrose global: glomérulos e tubulos

envolvidos.

3.1.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro desvio padrdo da média. A
analise estatistica foi realizada no Software GraphPad InStat 5 de acordo com a
distribuicdo dos dados e para tanto aplicou-se o teste de ANOVA/Tukey para dados
paramétricos e Kruskal-Wallis/Dunn para os dados ndo paramétricos. As diferencas

foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Grupo 1 (Grupo cisplatina)

A administracdo da cisplatina foi capaz de aumentar a concentracdo plasmaética
de ureia e creatinina acima dos niveis normais (p<0,05) tanto 48h quando 30 dias apés a
Gltima administracdo do quimioterapico (Figura 1). Relata-se também que no grupo

CIS5 ocorreu a morte de um animal.
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Figura 1 - A administracdo de 4 e 5 mg/kg de cisplatina, uma vez por semana por quatro semanas
consecutivas, foi capaz de aumentar as concentragdes plasmaticas de ureia (A) e creatinina (B) de forma
significativa tanto 48h quanto 30 dias apds a Gltima administracdo do quimioterapico. Andlise Estatistica:
ANOVA/Tukey. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Letras
diferentes indicam diferencas significativas.

A partir dos resultados deste experimento escolheu-se a dose de 4 mg/kg para
dar continuidade aos estudos, visto que essa dose foi suficiente para induzir a
nefrotoxicidade, sem induzir 6bito.

4.2. Estudo Experimental

4.2.1. Expansédo das Células Tronco Mesenquimais
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Apos o isolamento das CTM essas foram expandidas em frascos de cultura com
sucessivos repiques. A viabilidade foi observada em todas as passagens e manteve-se
somente culturas com viabilidade superior a 95%. Na figura 2 podem ser observados 0s

aspectos da cultura utilizadas no experimento.

Figura 2 — Aspectos das culturas em expansdo: A — Cultivo em fase inicial (20 dias), aumento 400x; B —
Cultura com confluéncia proximo a 50% (7 dias ap6s a primeira passagem — 1 repique), aumento de 400x;

C — Cultura em confluéncia superior a 80%, aumento de 100x.

4.2.2. As Celulas Tronco Mesenquimais Diferenciam-se em Células Osteogénicas,

Adipogénicas e Condrogénicas in vitro

A confirmagdo que as células em cultivo realmente se tratavam de CTM se deu
por meio das diferenciagcdes adipogénica, osteogénica e condrogénica onde foi possivel
identificar o acumulo de lipideos corados com Oil red O, os depdsitos de célcio corados
com Alizarin Red e a matriz extracelular rica de glicosaminoglicanos corados com Azul

de Alcian, respectivamente (Figura 3).
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el ST

Figura 3 - Fotomicrografia das CTM: (A) cultura indiferenciada, (B) cultura em diferenciacdo

Y

adipogénica com vactolos lipidicos corados por Oil red O, (C) cultura em diferenciacédo osteogénica com
depositos de calcio corados por Alizarin Red, (D) Cultura em diferenciacdo condrogénica com matriz

4.2.3. Avaliacdo dos Efeitos do Transplante de Células Tronco Mesenquimais

sobre a Nefrotoxicidade Induzida por Cisplatina.

A administracdo de cisplatina causou aumento (p<0,05) da concentracdo
plasmatica de ureia no grupo nefrotoxicidade em relagdo ao controle negativo (Figura
4A). Da mesma forma, observou-se aumentou (p<0,05) significativo da creatinina
(Figura 4B).

Esses mesmos pardmetros foram avaliados em animais que receberam o
tratamento com a cisplatina e, posteriormente, receberam o transplante de CTM. Os
resultados indicaram que ndo houve diferencas significativas entre esse grupo (GN +

CTM) e o grupo controle negativo (Figura 4). Mas, diferengas significativas foram
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evidenciadas, com reducdo (p<0,05) dos niveis de ureia e creatinina, quando

comparados os grupos GN e 0 GN+CTM (Figura 4).
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Figura 4 — Concentragdes plasmaticas de ureia e creatinina nos diferentes grupos experimentais. A
administracdo de 4 mg/kg de cisplatina, uma vez por semana por quatro semanas consecutivas, foi capaz
de aumentar a concentragdes plasmaticas desses dois marcadores bioquimicos da fungdo renal. Os niveis
foram normalizados naqueles animais que receberam a terapia celular. Analise Estatistica: As médias
foram comparadas por ANOVA/Tukey. Diferengas foram consideradas estatisticamente significativas
quando p<0,05. Letras diferentes indicam diferengas significativas.

3.2.4. Analise Histopatoldgica

A anélise histopatoldgica revelou que no GC as alteracBes encontradas foram
degeneracdo hidrépica tubular, acimulo de proteina intratubular, necrose/apoptose
tubular com medianas de 0,5, 0,25, 0,75, respectivamente (Figura 5A).

Nos grupos GN e GN + CTM as alteracbes observadas foram tubulite,
degeneracdo hidropica tubular, acimulo de proteina tubular, glomerulite, infiltrado
intersticial, fibrose interesticial, esclerose glomerular e apoptose/necrose tubular com
medianas 0,5e 1; 1,25e 0,75; 0,75 e 0,75; 0,5e 0,5; 1,25 e 0,75; 0,75 ¢ 0,25; 0,5 e 0,25;
0,5 e 0,5 respectivamente (Figura 5A, Figura 6).

N&o houve diferenca estatisticamente significativas entre os grupos. No entanto,
pode-se perceber uma tendéncia a reducdo de degeneracdo hidropica tubular, infiltrado
intersticial, fibrose intersticial e esclerose glomerular no grupo que recebeu o
transplante das CTM (Figura 5A). No entanto, quando foi realizada uma anélise global

dos danos histologicos foi observado aumento significativo (p<0,05) de 6,13x do GN
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em relacdo ao GC e uma reducgédo estatisticamente significativa (p<0,05) de 4,25x do
GN + CTM em relacdo ao GN (Figura 5B).
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Figura 5 - Mediana e desvio padrdo do escore das alteracdes histopatoldgicas dos cortes transversais de
rins segundo a classificacdo Banff 97 (A) e avaliacdo do dano global (somat6rio de todos os danos

classificados de acordo com Banff 97) (B). GC — Grupo Controle - avaliagdo 30 dias apds o tratamento
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com PBS 1ml/100g (p.c.; i.p.). GN — Grupo Nefrotoxicidade - avaliacdo 30 dias apds o tratamento com
cisplatina (4mg/Kg, p.c., i.p.); GN + CTM — Grupo Nefrotoxicidade + Célula Tronco Mesenquimais -
avaliacdo 30 dias apds o tratamento com cisplatina na concentracdo de 4 mg/Kg (p.c., i.p.) e terapia
celular com CTM (i.v.) realizada, pela veia caudal, 24 horas ap6s a Ultima administragdo i.p. de cisplatina
(Analise Estatistica: Teste Estatistico Kruskal-Wallis/Dunn; p>0,05).

Figura 6 - Cortes histologicos do tecido renal dos animais dos grupos experimentais GC (A, D, G e J),
GN (B,E,He K)e GN + CTM (C, F, I e L). As figuras A, B e C visdo geral do tecido dos grupos GC,
GN e GN + CTM. As figuras E e F indicam infiltrado intersticial (*). Ja as figuras H e | demonstram

fibrose intersticial (#) e as figuras K e L indicam esclerose glomerular (+). Aumento de 100x nas figuras
A, Be Cede400x nas figurasD e L.
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5. Discussao

A lesdo renal aguda pode determinar a perda gradual da funcdo renal
desencadeando aumento da mortalidade ou o desenvolvimento de uma doenca crénica
que correlaciona-se diretamente a morbidades (SARNAK et al., 2003) além de altos
custos para os sistemas de saude visto que o paciente renal crénico necessita de dialise
e/ou transplante renal (NARGESI et al., 2017). Logo novas estratégias de prevencgdo de
dando renal sdo necessarias para prevenir a progressao da LRA para um dano renal

crénico. Nesse contexto se insere a terapia celular com CTM.

No presente estudo para avaliar os efeitos dessa terapia celular utilizou-se o
modelo de lesdo renal aguda causada por medicamentos. Um dos medicamentos
descritos como capazes de causar essas lesbes renais € 0 quimioterapico cisplatina
(PATSCHAN et al., 2018; NARGESI et al., 2017). A cisplatina é um agente
quimioterapico utilizado no tratamento do cancer (ALBERTON; SCHOR, 2015).

Para o desenvolvimento do protocolo de inducdo da LRA foi utilizado o
protocolo de Canta et al. (2011) desenvolvido inicialmente em ratos Wistar machos. A
comprovacdo da LRA se fez pelo aumento significativo da ureia e creatinina em
associagdo com danos histoldgicos tais como tubulite, degeneracéo hidropica, proteina
intratubular, glomerulite, infiltrado intersticial, fibrose intersticial, esclerose glomerular
e apoptose/necrose global. Esses achados bioquimicos e histoldgicos também sao
reportados em outros estudos de LRA (HE et al., 2019; NARGESI et al., 2017;
PATSCHAN et al., 2018; YAMAKI et al., 2012;) o que corrobora os dados encontrados

e a eficiéncia da cisplatina em causar nefrotoxicidade.

Uma vez o protocolo de indugdo da LRA tendo sido efetivo o desafio do
presente estudo foi avaliar se o transplante de CTM poderia melhorar a funcéo renal e
recuperar os danos histolégicos causados pela cisplatina. Nossos resultados demonstram
que o transplante de 1,0x10° células, dentro do periodo de 30 dias, foi eficiente em
reestabelecer a funcdo renal visto que os niveis séricos de ureia e creatinina reduziram
nos animais transplantados se comparados com 0s animais que s6 receberam a somente
a cisplatina e além disso niveis de ureia e creatinina se igualaram aos animais nao
tratados com o quimioterapico. Esse fato sugere mudancas na funcdo renal e infere-se

melhoria da capacidade de filtracdo dos rins em funcdo da terapia celular. Resultados
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semelhantes ja foram reportados na literatura para outros modelos experimentais e para
outras formas de inducdo da LRA (CHEN et al., 2011; KO et al., 2018; PATSCHAN et
al., 2018).

Além da melhora da funcdo renal a terapia celular foi capaz de reduzir a
frequéncia global de danos histoldgicos. Essa reducdo foi estatisticamente significativa
e também j4 estava relatada em outros modelos pré-clinicos. Segundo Lin et al. (2016);
Nargesi et al. (2017); Patschan et al. (2018).

Esses resultados demonstram que a terapia celular com células tronco
mesenquimais podem ser uma boa alternativa para o tratamento da LRA dentro de um
espaco de tempo de 30 dias. Acredita-se que as CTM possam agir por duas vias
principais que sdo a (I) regeneracdo e o (ll) efeito paracrino. Segundo Little et al.
(2018), a regeneracédo se da quando as CTM se dirigirem ao local da lesdo aderem ao
tecido e se transdiferenciam. Esse fato pode ocorrer porque o proprio tecido lesionado
produz fatores de crescimento e fatores diferenciadores que induzem as CTM a se
transformarem no tecido do 6rgdo que necessita da regeneracdo. J& a agdo parécrina se
da quando as CTM migram até o local da lesdo e produzem fatores reparadores
enddgenos, fatores anti-inflamatorios e antiapoptéticos que auxiliam na recuperacéo do
orgdo/tecido lesionado, porém sem acontecer a integracdo da CTM a matriz tecidual
(SOUZA et al., 2010).

Apesar de ainda ndo haver consenso na literatura sobre qual € a principal acédo
das CTM de medula éssea na recuperacdo do tecido renal, acredita-se que essas duas
formas de acdo podem justificar os achados descritos por esse estudo. Assim, diante dos
resultados apresentados, infere-se que a terapia celular com células tronco
mesenquimais seja uma possibilidade de escolha para o tratamento da leséo renal aguda.
Destaca-se ainda que essa terapéutica podera trazer beneficios para a préatica clinica,
inclusive para pacientes em tratamento oncolégico com uso da cisplatina, j& que o

modelo pre-clinico refor¢a a possibilidade de uso em humanos em um futuro préximo.
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