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Resumo

Introducéo: A doenca renal cronica € um problema que tem crescido mundialmente
nas ultimas décadas. O rim tem a capacidade de se regenerar quase que
completamente apos insultos. Entretanto, em algumas situacdes ocorre progressiva
fibrose com perda funcional. Alguns fatores de crescimento foram descritos, como o
fator de crescimento de hepatdcitos, um importante regulador de recuperacdo de
células renais. Estudos recentes sugerem um mecanismo de comunicacao celular entre
células-tronco mesenquimais e células epiteliais renais sendo descrita a presenca do
fator de crescimento de hepatdcitos no interior dos exossomos, sugerindo que este seja
um mecanismo estimulatério para regeneracao tecidual. Objetivo: Avaliar o efeito de
exossomos, secretados por células mesenquimais de corddo umbilical, na aderéncia e
proliferacdo de células primarias renais cultivadas em matriz renal descelularizada.
Métodos: A metodologia foi realizada em etapas: caracterizacdo de células renais
humanas em cultura; obtencdo de exossomos a partir de células-tronco mesenquimais
de corddo umbilical e sua caracterizacdo por western blot (CD63 e CDS81); e
descelularizacdo de rim porcino com dodecil sulfato de sodio. A recelularizacao foi
realizada comparando-se o efeito de exossomos na presenca dos fatores pro-
crescimento, o fator de crescimento de hepatécitos; e pro-fibrose, o fator de
crescimento transformador beta; e isoladamente. Resultados: Células renais humanas
apresentaram crescimento satisfatéorio em cultura. O tecido renal porcino
descelularizado preservou a arquitetura. Exossomos de células-tronco mesenquimais
de corddo umbilical foram secretados e caracterizados positivamente para CD63 e
CD81 em western blot. A recelularizacdo, demonstrada pela aderéncia de células
renais, ocorreu em todos o0s experimentos. Quando avaliamos a morte celular através
da caspase 3, a associacdo do fator de crescimento transformador e exossomos
determinou maior porcentagem de células apoptoticas. Nos demais experimentos a
presenca dos exossomos determinou menor morte celular. Conclusdo: Exossomos
produzidos por células-tronco mesenquimais de corddo umbilical humano,
determinaram menor morte celular em recelularizacdo de matriz com células renais

humanas.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) é considerada uma patologia de
grande prevaléncia e é definida pela deterioracdo das funcdes renais, levando a sinais
e sintomas de uremia. A uremia se caracteriza pelo acumulo de substancias toxicas no
sangue.V

A DRC é associada a outras multiplas comorbidades, aumentando o
risco de morte e os custos para seus tratamentos.® Diabetes, hipertens&o, obesidade
e dislipidemia sdo doencas comuns, e podem originar a DRC.® Existe uma associac&o
entre o grau de lesao tubulointersticial e a velocidade de progressédo da DRC. Segundo
a National Kidney Foundation, 30 milhdes de norte-americanos estdo em situagéo de
risco para desenvolverem a doenga. Em um levantamento realizado pelo United States
Renal Data System, no ano de 2016 foi reportado mais de 100.000 mortes de
portadores da doenca, que envolveu pessoas de todas as idades e acometidas por
doencas ligadas & DRC." No Brasil mais de 120.000 pacientes estdo em tratamento
dialitico® e estima-se que até 2030 cerca de 5,4 milhdes de pacientes receberéo
algum tipo de tratamento para DRC.® A progressdo da maioria das doencas renais
esta associada as mudancas patolégicas no intersticio renal. Estudos realizados em
biépsias renais humanas apontaram uma associacao entre fibrose no intersticio e a
piora da funcéo renal."™®

Inimeros fatores de crescimento, citocinas e horménios sé&o
responsaveis pela regulacdo deste processo. Entretanto, 0 mais importante fator pré-
apoptético no rim é o fator transformador de crescimento beta (TGF-B — transforming
growth factor beta). O TGF-B inicia e promove a manutencao dos processos de fibrose
através da ativagdo de vias de sinalizacdo e fatores de transcrigéo.“o) De fato,
Baczkowska et al."" descreveram a correlacéo positiva dos niveis séricos de TGF-B e
a fiborose em enxertos renais. Outras moléculas tais como produtos de glicosilacéo
avancada (AGE — Advanced glycation and products), espécies reativas de oxigénio
(ROS - reactive oxygen species), angiotensina Il (All), e condi¢cdo de hipdxia também
favorecem o processo fibrético.(19)

Com o objetivo de substituir ou regenerar tecidos humanos, a
medicina regenerativa ndo vem medindo esforcos para aprimorar cada vez mais as

técnicas para recelularizagcdo. A engenharia de tecidos consiste em trés principais



bases: as células, as moléculas sinalizadoras e a matriz, e estes dependem um do
outro para funcionar em conjunto harmonico, atuando na regulagédo do crescimento
celular e no desenvolvimento do tecido. Logo, a otimizacdo desses processos envolve
a restauracao e o restabelecimento das funcdes de tecidos e érgdos humanos.?%??)
Levando em conta a necessidade de novas terapéuticas para o
tratamento desta doenca com alta prevaléncia e indices crescentes de mortalidade,
este estudo tem por objetivo recelularizar, matriz porcina descelularizada, com células
renais humanas utilizando exossomos com o fator de crescimento de hepatécitos (HGF
— hepatocyte growth factor), extraidos de células mesenquimais de corddo umbilical
humano, comparando aderéncia e apoptose das células expostas aos exossomos com

fatores de crescimento sintéticos.

1.1 Objetivos

1. Avaliar o impacto dos exossomos na recelularizagéo renal,
2. Verificar a aderéncia de células renais humanas em matriz
acelular;

3. Avaliar impacto dos exossomos ha morte celular.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Células-tronco mesenquimais

A célula-tronco mesenquimal é um tipo celular indiferenciado que se
caracteriza por seu poder multipotente através da capacidade de producdo de
diferentes celulares essenciais para um processo de reparacdo, como células renais,
epiteliais, cardiacas, entre outras. Tecido adiposo, figado, baco, timo, placenta, geléia
de Wharton, cérebro, pulmédo, polpa dentaria e amigdala palatina sdo locais que
normalmente podem estar presentes, mas concentram-se principalmente na medula
0ssea. As células-tronco mesenquimais também sdo encontradas na regido endotelial
do cord&o umbilical, o qual é a fonte das células deste estudo.®?¥

A identificacdo destas células ocorreu pela primeira vez na Russia,
por Friendeinstein e atualmente elas vém sendo utilizadas devido a sua disponibilidade,
viabilidade e plasticidade em todo o mundo.?" Segundo a Sociedade Internacional de
Terapia Celular, as células-tronco mesenquimais podem ser caracterizadas por trés
critérios: a propriedade de aderéncia em cultura sob condicbes padronizadas; a
expressdo de CD105, CD90 e CD73, bem como a ndo expressao de CD34, CD45,
CD14, CD79a; e a poténcia de diferenciacdo para adipdcitos, condroblastos e

osteoblastos in vitro.?®

A caracteristica de plasticidade vem conferindo a célula-tronco
mesenquimal um espaco importante no campo da medicina regenerativa como uma
ferramenta promissora nas pesquisas ligadas a terapia celular. Este tipo celular tem a
capacidade de ser expandida em até 40 geracbes mantendo o seu poder de
autorenovacao e diferenciacdo em diferentes tipos celulares, apesar da reducao do seu
poder mitético e o aumento das chances de mutacdo ao decorrer de cada geracao
cultivada.®*2®

A capacidade de diferenciacéo das células-tronco mesenquimais em
diferentes linhagens celulares ocorre por diversos estimulos, entre 0s quais esta a
interacdo célula-célula, em que substancias secretadas por células vizinhas propiciam
a diferenciacao; divisado celular, em que células se tornam diferentes pelo conteudo

especifico que carregou ap6s uma divisdo assimétrica; e regulacdo génica, onde a



expressdo ou ndo de determinados genes vao indicar qual tipo celular aquela célula se
tornara.®?

No processo de reparacdo tecidual outra caracteristica importante
das células-tronco mesenquimais € a expressao de determinadas moléculas bioativas
que estdo diretamente ligadas a resposta inflamatoéria, angiogénese e mitose das
células envolvidas nessa reparacdo, como moléculas de adesao, citocinas e receptores
para fatores de crescimento, sendo estes Ultimos essenciais para a interacdo com o
HGF e o TGF-B que s&o utilizados no experimento.®

Quando o tecido em questdo entra em contato com as células-tronco
mesenquimais, ha a liberacdo de fatores como o HGF, o TGF-B, interleucinas,
prostaglandinas e algumas enzimas que atuam diretamente no sistema imune.?”
Essas moléculas bioativas estdo diretamente relacionadas com o processo de
reparacao tecidual e assumem importantes fungcbes como ter o papel de evitar a
apoptose das células tecido-especificas, contribuir na melhora da angiogénese,
produzir efeito imunomodulatério nas células do sistema imunolégico e promover a

2® De acordo com o nivel de

guimiotaxia as células que estdo comprometidas.
comprometimento do tecido, o restabelecimento das suas caracteristicas anatomo-
funcionais originais, podem ser retomadas de forma mais breve ou complexa e apesar
dos mecanismos de imunossupressao sobre a inflamacdo e dos mecanismos de
rejeicdo dessas células ndo estarem completamente claros, elas vem gradualmente se
tornando cada vez mais alvos de estudos na area terapéutica.®®

O crescimento gradual da utilizacdo de células-tronco mesenquimais
€ visto no aperfeicoamento do processo de reparo em tecidos lesados, sobretudo com
a utilizacdo de moléculas secretadas por essas células, como os exossomos. Os
exossomos tém sido amplamente investigados e acredita-se que estdo envolvidos em
muitos processos fisiolégicos e patolégicos. Sendo assim, o0 isolamento e a
identificagdo destas vesiculas extracelulares oriundas das células-tronco
mesenquimais, tem se tornado uma interessante alternativa para terapias celulares

com plausiveis aplicacdes em um futuro préximo.(24)



2.2 Microvesiculas e exossomos

Recentemente foi descrita a presenca de microvesiculas nas
comunicacdes célula-célula nas interacdes de células mesenquimais. Essa observacao
suporta o efeito paracrino das mesmas microvesiculas ou exossomos que sao
vesiculas membranosas extracelulares importantes no papel da comunicacao
intercelular de longa distancia. Normalmente, eles medem em torno de 30-140nm de
diametro e se originam por brotamento da membrana plasmatica.®%"

Os exossomos tem a capacidade de se difundir por fluidos corporais,
conseguindo entregar mensagens a maioria das células do organismo com éxito. As
mensagens carregadas pelos exossomos acontecem na forma de DNA, RNA ou
proteinas. Em condic@es fisiologicas e patoldgicas, ocorre a liberacdo de exossomos. A
membrana das microvesiculas, assim como a dos exossomos, pode apresentar e
carrear varios fatores bioativos além do conteddo molecular transportado em seu
interior.®%3Y Em 2007, Kunter et al. afirmaram que a recuperacao das células tubulares
renais na lesdo aguda se da em parte por acdo de células com caracteristicas
mesenquimais de maneira paracrina, mas também por acéo enddcrina.®?

A eficacia da administracdo de exossomos derivadas de células
mesenquimais na regeneracgdo tecidual renal foi semelhante a obtida com o uso das
préprias células, o que indica que 0s exossomos sao mediadores importantes e criticos
nas interacdes celulares.®® Microvesiculas com padrées de RNA participam da troca
de informacdes genéticas entre células. Recentemente, também foi demonstrado que
microvesiculas de células mesenquimais transportam mMRNA, microRNA e fatores
transcricionais para tecidos lesados, logo 0s exossomos possuem a mesma funcdo.®?

Em estudo recente, demonstrou-se a relagédo entre a producéo de
HGF e maior agressividade de células tumorais. Entre os fatores transcricionais, mMRNA
e microRNAs, produzidos por células mesenquimais, o0 HGF foi descrito como presente
em microvesiculas que auxiliaram na regeneracdo renal. Neste mesmo estudo
demonstrou-se que a producdo de HGF é um fator crucial para acelerar a recuperagao
e proliferacdo de células tubulares apos insulto.®¥

Em modelos animais com DRC, as terapias celulares tém mostrado
resultados promissores. Kunter et al. administraram células mesenquimais em modelo

de glomerulonefrite crbnica e obtiveram melhora de fung&o renal. Entretanto, outros



autores, em modelo de nefrectomia unilateral seguida de inducdo de nefrite e
transferéncia de células mesenquimais observaram melhora de funcdo em 10 e 60
dias, porém a analise histologica mostrou acumulo de adipocitos com depdésitos de
colageno tipo I, Ill e IV e presenca de a-actina nos glomérulos.®? Estes resultados
mostram os riscos de diferenciacdo indesejada de células progenitoras. Kim et al.
usaram como modelo para DRC doencga renal cronica a nefrectomia de cinco sextos do
orgao e administraram abaixo da capsula renal células precursoras obtidas de rim fetal.
Houve reconstrucdo de tecido e sobrevida das células comprovadas apés 10
semanas.®”

Assim como as microvesiculas, os exossomos também podem
facilitar a repopulacédo celular renal de maneira eficiente sem a necessidade de utilizar
células integras para a transferéncia, evitando diferenciacdo indesejada e/ou reacdes
decorrentes da necrose ou apoptose. Camundongos com necrose generalizada
tratados com microvesiculas, obtiveram total recuperacao de lesdes tubulares ap6s 15
dias, logo, a longo prazo, exossomos de células-tronco do préprio paciente poderiam
ser utilizadas minimizando riscos de rea¢des imunes e infec¢des. Além disso, ndo seria
necessario o uso de drogas imunossupressoras.©"

Ao contemplar terapias celulares para recuperacao de lesdes renais,
ha varios aspectos que devem ser considerados para um melhor entendimento e
desenvolvimento da técnica em si. Entre eles estéo:

1. As células epiteliais renais sdo especializadas e altamente
diferenciadas. O uso de células diferenciadas diminuiria o risco de formacdo de
tumores e de diferenciagao “incorreta” (como ocorre com a transferéncia de células-
tronco embrionarias);

2. Células-tronco e progenitoras sdo quimioatraidas para as areas
de leséo;

3. Células mesenquimais sé@o parte do nicho endosteal e vascular da
medula 6ssea, onde contribuem para renovacdo, maturacao e recrutamento de células-
tronco hematopoiéticas. Constituem uma populacdo heterogénea de células capazes
de se diferenciar em diferentes linhagens. A possibilidade de cultivar e expandir células
autdlogas € muito atraente, uma vez que permitiria uma terapia celular mais segura
(menor risco de formag&o tumoral), fungdo mais rapida (células ja diferenciadas) e sem

necessidade de imunossupresséo.©®



2.3 Descelularizacao

Atualmente a descelularizacdo é considerada uma das mais
importantes e promissoras técnicas de regeneracdo de O6rgdos e tecidos. A
descelularizacdo pode ser definida como o processo de remocéo de material celular da
matriz extracelular das células nativas e dos materiais genéticos, como DNA, mantendo
as caracteristicas estruturais, bioquimicas e biomecéanicas de tecidos biolégicos ou
orgaos. Este procedimento pode ser executado por processo quimico e enzimatico,
fisico ou por métodos combinatérios. Cada estratégia possui seus beneficios e suas
desvantagens, e para a escolha da melhor técnica a ser usada devem ser verificadas
as propriedades estruturais e mecanicas que uma matriz possui, como por exemplo, a
rigidez e a topografia, para desta forma configurar um ambiente ideal que vem a
influenciar diretamente no crescimento e diferenciacéo celular especificos.®”

Uma das técnicas que tem sido amplamente utilizada € o uso do
dodecil sulfato de sddio (SDS — sodium dodecyl sulfate) que € um detergente aniénico
com a capacidade de lisar células e solubilizar componentes citoplasmaticos.®® O SDS
tem sido bem-sucedido em varias aplicacbes de descelularizacdo por proporcionar a
remo¢cdo mais completa de células, bem como de qualquer material genético sem
causar danos. Dessa forma, uma matriz descelularizada poderia ser repovoada com
novas ceélulas obtendo resultados de sucesso ja demonstrados em alguns artigos que
ratificam a técnica de descelularizacdo em tecidos e 6rgdos como vasos sanguineos,
valvula cardiaca, musculo, cornea, traqueia, eséfago, bexiga urinaria, intestino, figado,
pulm&o, coracéo e até mesmo o rim.®"3%

Pela cadeia evolutiva, alguns animais possuem O6rgdos que
compartilham de estruturas anatémicas e fisiolégicas semelhantes ao do ser humano.
Entre eles, o porco possui um rim que além de demonstrar caracteristicas parecidas
similares ao humano como tamanho e peso, a atividade renal é bem proxima ao dos
rins humanos, o que leva a constatacao que este € um modelo ideal para o processo

de descelularizagdo. Além disso, sua obtencéo é facil e econémica.



2.4 Células renais

O desenvolvimento renal é geneticamente regulado e controla a
divisdo celular e a proliferacdo do tecido. Existem fatores de crescimento tais como o
fator de crescimento de fibroblastos (FGF — fibroblast growth factor), o TGF- e o HGF,
que sdo polipeptideos responsaveis pela transmissdo de sinais intracelulares e séo
essenciais para que ocorra a atividade de formacao dos rins de forma adequada.”

Os néfrons sdo um emaranhado de tdbulos microscopicos

#142) Eles podem chegar & mais de um

compostos por uma Unica camada celular.'
milhdo de unidades e exercem importante papel no bom desempenho da funcgéo
renal,**® sendo que 80% destes se localizam na regido do cortex renal e 0s outros
20% na regido da medula. O néfron consiste em corpusculo renal, tabulo proximal, alca
de Henle, tubulo distal e ducto coletor, porém devido as caracteristicas anatbmicas e
funcionais diferentes nestes componentes, considera-se que o néfron possua 14
setores diferentes e cada um destes componentes sdo interligados entre si como um
sistema, o chamado sistema renal.“"

Séao encontrados cerca de 30 diferentes tipos de celulares renais,
cada uma com sua morfologia e funcionalidade especificas. Quando algumas dessas
células possuem algumas dessas caracteristicas alteradas, pode-se afirmar que ha o
inicio ou uma presente lesdo. No caso da DCR; a lesdo pode estar presente por um
periodo igual ou superior a trés meses, determinada por anormalidades estruturais ou
funcionais, com ou sem diminui¢cdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), evidenciada
por alteracdes histopatoldgicas ou de marcadores de lesdo renal, incluindo valores de

ureia e creatinina fora dos padrées normais.“"*%

Entre os tipos celulares mais importantes estéo:

1. Células do endotélio do glomérulo que séo formados por capilares
fenestrados com poros que permitem que a maioria dos componentes do plasma sejam
filtrados, constituindo a primeira barreira de filtracgo;“%4"

2. Células mesangiais possuem feixes similares aos filamentos de
actina no seu citoplasma, permitindo a contracdo e alteracdo do fluxo sanguineo por
meio de capilares. Se tratando da DRC, uma importante funcéo delas é a secrecéo de
citocinas que sdo associadas a processos imunes e inflamatorios, portanto quando ha

qualquer tipo alteracdo ou interrupcéo das suas atividades, é visto o desenvolvimento



“041) A segunda barreira de filtracéo é constituida por

de processos patoldgicos renais.
uma camada acelular formada por uma matriz extracelular nomeada por lamina basal
que é formada por glicoproteinas que atua como uma peneira. Ela desempenha a
funcdo de reter a maior parte das proteinas do plasma que é filtrado dentro do
capilar;*%4"

3. Poddcitos sdo células especializadas que possuem extensdes
citoplasmaticas longas similares a dedos que se estendem a partir do corpo celular
principal, formando a terceira barreira de filtraggo;“"

4. Células do tubulo proximal séo células epiteliais de camada Unica
com polaridade da membrana e juncdes celulares que permitem a reabsorcéo de 60 a
80% de ultrafiltrado;“%4"

5. Células do tubulo distal sdo células epiteliais de camada Unica
com a particularidade de responder a hormdnios. Essa regido embora faca 1-5% da
reabsorcdo do ultrafiltrado, é responsavel pelo ajuste fino de sédio, bem como resposta
a hormdnios e ajuste de calcio;#%4143)

6. Células de Alca de Henle sdo compostas por trés porgcbes. A
porcéo fina descendente, ascendente e porcéo espessa;*”

7. Fibroblastos sé@o responséaveis pela producao de eritropoietina que

exercem o controle da fung&o hormonal.“%4"

Diante dos diferentes tipos celulares e da necessidade de sua
integridade para que o processo de filtracdo e reabsorcao funcionem adequadamente,
fatores de crescimento e citocinas coordenam a manutencado do 6rgao. 4"

A inducdo da sintese destes fatores de crescimento promove a
sobrevida e proliferacdo das células tubulares. Além dos processos de regeneracao via
células tubulares remanescentes citados acima, células-tronco também séo capazes de
regenerar tecido renal.***® O processo regenerativo no rim, assim como em outros
orgaos, parece envolver diferenciacdo e organizacdo celular, visto que alteragdes no
rim sdo controladas pela proliferacédo e diferenciacédo das células parenquimatosas e da
matriz extracelular, bem como pela eliminacdo de alguns tipos celulares por morte
celular programada. A substituicdo de células depende da interacdo entre células
diferentes e entre as células e a matriz extracelular, ressaltando que as caderinas séo

as principais moléculas de adesao envolvidas na morfogénese dos vertebrados.“”
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Com a finalidade de elucidar os mecanismos de lesdo e reparo nas
doencas renais, 0s pesquisadores tém se utilizado de modelos animais de lesdo aguda
e de lesdo crbnica. Estudos recentes mostraram que o papel de reparo apos leséao
renal aguda é executado principalmente pelas células sobreviventes.*® As células
tubulares epiteliais sobreviventes se desdiferenciam e proliferam repondo as células
mortas.“®) De fato, a desdiferenciacdo é parte integral do processo de reparo e se o
estimulo for corretamente regulado, resultara em uma melhor sobrevida, migracao e
proliferacéo celular, promovendo a reconstrucdo tubular.”) Alguns fatores reparatérios
ou estimuladores da sintese de fatores de crescimento de células tubulares, incluindo o
HGF, o fator de crescimento derivado de insulina 1 (IGF1 — insulin growth factor 1), o
TGF-B e 0 EGF, exercem funcao paracrina promovendo, desta forma, desdiferenciacao
celular e regeneracao via mecanismos de comunicacéo célula-célula.“€4849

Neste cenario, diferentes tipos celulares tém sido utilizados na
tentativa de regeneracédo tecidual e recuperacdo de funcéo renal. Foi observado em
modelos animais de lesédo renal aguda, seguida pela administracdo de células-tronco
de medula 6ssea, menor grau de lesédo histolégica e consequente menor acumulo de

50-52)

escorias nitrogenadas em comparacdo aos controles ndo transplantados.’ Por

outro lado, animais submetidos a lesdo renal aguda por injecdo de glicerol,
apresentaram melhora da funcdo renal apés a administracdo de células progenitoras

epiteliais renais CD24+/CD133+.(53%)

2.5 Recelularizacao

A medicina regenerativa vem conquistando resultados terapéuticos
importantes para os pacientes. A DCR & um importante problema de saude publica no
Brasil e no mundo.?*%5") pacientes em estadio terminal da DRC necessitam de terapia
renal substitutiva para sobrevivéncia e a terapia mais comum em Nnosso meio é a
hemodialise uma vez que existe uma escassez de oferta de 6rgdos para transplante.
Novas técnicas de medicina regenerativa vem sendo buscadas para melhorar a
qualidade de vida dos pacientes®® e para isso inimeros trials clinicos estdo em
andamento com o objetivo de novas terapéuticas para DRC. A recelularizacdo é o
processo que visa repovoar a matriz natural descelularizada com células de interesse.

Para isso € imprescindivel investigar os melhores tipos celulares e métodos de
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recelularizac@o. A recelularizagéo ja foi descrita em tecidos com tipo celular dnico
como, por exemplo, enxertos de pele ou vasos sanguineos. Durante o processo de
recelularizacdo de tecidos mais espessos ou 0Orgaos inteiros, as células podem ser
injetadas diretamente no tecido ou infundidas através da vasculatura do 6rgao.?°3"

Alguns estudos tém demostrado limitagbes técnicas na
recelularizacdo de tecidos complexos, devido a dificuldade da difusdo de suprimentos
essenciais para o funcionamento do 6rgdo. No estudo que descreveu a recelularizacao
do figado, hepatocitos primarios demandaram altas concentracbes de oxigénio para
exercer suas funcdes metabdlicas. Caso esse suprimento seja insuficiente na regiao
mais interna do tecido recelularizado, as células sofrem isquemia.®® Na recelularizacéo
de valvulas cardiacas, 0 uso do biorreator influenciou o sucesso da recelularizaggo.®®

A manutencdo de estruturas vasculares durante a descelularizacéo,
permitiu o transplante de figado recelularizado em camundongos e a andlise pés-
transplante demonstrou a preservacao da estrutura e da funcao dos hepatdcitos com o
minimo de dano isquémico possivel.®®

O pulméo descelularizado tem sido objeto de estudo para elucidar a
diferenciacdo e o comportamento das células progenitoras. E mesmo com a utilizacédo
de diferentes tipos celulares como células de adenocarcinoma do pulmao, células de
pulmao fetal, células endoteliais, células estaminais embrionérias, fibroblastos, células-
tronco pluripotente induzidas, entre outras; apenas a recelularizacdo parcial de
alvéolos, vias aéreas e vasculatura pulmonar foi alcancada, por isso boa parte dos
estudos vem acontecendo de forma limitada a traqueia ou a semeadura direta em fatias
pulmonares.©®¢?

A utilizacdo do biorreator dindmico de vaso teve impacto na
recelularizacdo de pulmdes descelularizados, mostrando vantagens no que se refere a
crescimento celular e diferenciacdo quando comparada as condi¢des estaticas. Porém
questbes como o0 meétodo de descelularizacdo ideal, a duracdo ideal para a
recelularizacdo completa do pulmé&o, os tipos celulares necesséarios, entre outros;
demonstram que ainda ndo ha como afirmar se essa técnica realmente melhora a
eficiéncia da recelularizacdo e da diferenciacdo de células-tronco de maneira
segura.(%¢"

Estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de encontrar a
melhor técnica de recelularizagdo nos rins. Ross et al. foram os primeiros a relatar a

recelularizacdo em rim descelularizado de roedores com células-tronco embrionarias. A
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perfusdo ocorreu manualmente e se deu pela artéria renal e pelo ureter.®® Song et al.
realizaram a infusdo de células de rim de um rato neonatal através do ureter enquanto
uma pressao negativa era exercida na camara do Orgdo. Essa técnica conseguiu
distribuir células por todo o compartimento glomerular, até o tufo glomerular.©®

Ko et al. pré-trataram a matriz extracelular com o anticorpo CD31
para favorecer a adesdo das células tubulares a parede vascular e desta forma
melhorar a semeadura das células endoteliais ao longo da vasculatura renal.®* Caralt
et al. realizaram a infusdo do maior nimero de células epiteliais tubulares corticais
renais humanas em um rim descelularizado de camundongo sob uma pressao maior do
que a usava convencionalmente e obtiveram cobertura de até 50% em algumas partes
do parénquima renal 24 horas apds a semeadura.®

Este trabalho visa recelularizar um rim porcino descelularizado e
observar a influéncia de componentes capazes de melhorar esse processo, COmo 0S
exossomos, bem como observar como os fatores de crescimento, HGF e TGF-j,

podem interferir positivamente ou negativamente no processo de recelularizagéo.
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3 METODOS

A metodologia empregada em todo o experimento foi constituida por
trés etapas: a obtencéo de células renais humanas, a obtencéo de exossomos oriundos
das células-tronco mesenquimais e a descelularizacao do rim de porco. Os produtos de
cada uma dessas etapas sdo os componentes fundamentais para a realizacdo da
etapa final: a recelularizacéo do tecido renal (Figura 1). Desta forma, foi possivel obter
informagdes celulares suficientes para a avaliacdo da aderéncia celular em tecido

anteriormente descelularizado.

| Obtencdo de | Obtengdo de células
: i mesenguimais de o
celulas renais aunn Descelularizagao
cordao

da matriz renal de
‘ porco

Caracterizagdo celular Isolamento e
Escolha do doador

caracterizagdo de
microvesiculas

v

RECELULARIZACAO
| Avaliacdo de aderéncia

em tecido descelularizado

Figura 1. Esquema das etapas experimentais desenvolvidas

3.1 Obtencdao de células renais humanas

Para obtencdo de ceélulas renais, rins descartados de transplante
renal por qualquer razdo e livres de infec¢cao viral (HIV, HCV ou HBV) foram
enzimaticamente digeridos e a cultura priméria de células iniciada. O tecido cortado e
digerido enzimaticamente foi centrifugado, suspenso em meio de cultura suplementado
e colocado em placas de -cultura. A metodologia foi descrita em detalhe

anteriormente.*"
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3.2 Caracterizacdo de células renais humanas

Para determinar quais os tipos celulares renais foram cultivados,
utilizamos marcadores para células epiteliais tubulares proximais (neprilysin), células
epiteliais tubulares distais (epithelial membrane antigen), ductos coletores (Tamm-
Horsfall protein), fibroblastos (CD73, S100A4 e Eritropoietina) e alpha-actina de
musculo liso. A analise foi feita por citometria de fluxo (FACS). Além da caracterizacao
de células renais, a presenca de células progenitoras foi avaliada com citometria de
fluxo utilizando-se dos marcadores CD133+, CD45+ e Oct4 para células progenitoras
orgado especifico. Células congeladas apo0s este processo foram descongeladas e
utilizadas neste projeto, porém essa metodologia foi estabelecida previamente em um
projeto do mesmo grupo de pesquisa e os dados foram essenciais para o entendimento

e construcdo deste atual projeto.

3.3 Isolamento e caracterizacdo de células mesenquimais de corddo e seus

€X0SssSomos

Células mesenquimais de cordao foram obtidas do banco de células
do HIAE, sendo isoladas e caracterizadas de acordo com metodologia estabelecida

abaixo.

3.3.1 Isolamento e caracterizacdo de células mesenquimais do corddo umbilical

A veia do corddo umbilical foi lavada com o tampéao fosfato salino
(PBS — phosphate buffered saline) por 3 vezes, até eliminar todo o sangue. Apos a
lavagem, o cordao limpo foi transferido para placa de petri e cortado em pedagos de 2-
5mm?3 com o auxilio do bisturi. Transferido para tubo Falcon com a solugdo enzimatica
de colagenase tipo | (4mg/mL), pedacos do cordao foram imersos e incubados por 30
minutos a 37°C.

Apos a incubacéo, a solugéo foi filtrada em peneira granulométrica
(abertura de 250um / malha 60TY). Foi acrescentando 40mL de DMEM-LG + SBF 50%

(1:2) para diluir a solucao e reduzir a viscosidade para coletar as células. Em seguida
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foi centrifugado a 1.200rpm (2x), temperatura ambiente, por 5 (cinco) minutos (sem
break); descartado o sobrenadante e aliquotado em garrafas de cultura de 25cm 2
(T25) ou placa de cultura de 06 pocos de 8,87cm.

Para o cultivo de células-tronco mesenquimais de corddo umbilical
(CTM) foram usadas garrafas de cultura com a densidade de 4.000 células por cm?; e 0
meio de crescimento (DMEM-LG). A cada 48h foi dividido o contetdo de uma garrafa
em duas. Apos atingir a confluéncia as células foram ressuspensas e contadas (Figura
2).

oD T eSS A /) ~
Figura 2. Células-tronco mesenquimais
confluéncia de 100%

As células-tronco mesenquimais depois de isoladas, foram
devidamente caracterizadas pelo método de citometria de fluxo realizada para
confirmar a presencga dos marcadores celulares CD29, CD44, CD73, CD90, CD166, e
negativo para CD14, CD31, CD34, CD45, CD106, CD117 e CD133.

3.3.2. Obtencéo dos exossomos
3.3.2.1 Coleta do meio de cultura para extracdo dos exossomos

Células mesenquimais de corddo umbilical ao atingirem 95% de
confluéncia foram lavadas com PBS e mantidas em cultura com meio sem soro. Apos
24 horas foi avaliado se ocorreu morte celular. Caso negativo, células foram mantidas

por mais 24 horas. Quando ocorreu morte celular de aproximadamente 20% das
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células em cultura, foi coletado o meio de cultura e transferido para tubos Falcon. O
meio coletado foi centrifugado.
As células sobreviventes foram mantidas mais 48h em cultura com

meio sem soro e novamente o0 meio de cultura foi coletado e centrifugado.

3.3.2.2 Extragéo e purificagdo dos exossomos

Para extragdo dos exossomos 0 meio coletado foi centrifugado duas
vezes em diferentes velocidades, 300G por 10min a 4°C para retirar as células; e
2000G por 10min a 4°C para retirar as células mortas/debris.

ApoOs centrifugacdo, o meio foi submetido a um ciclo de trés
ultracentrifugacbes. A primeira em 10000g por 30min a 4° e o pellet serd de
microvesiculas; a segunda ultracentrifugacdo em 100.000G por 120min, 4°C, o pellet
estara constituido de exossomos e proteinas contaminantes; e a terceira
ultracentrifugacdo a 100.000G por 120 minutos obtendo os exossomos no pellet.

As amostras de exossomos foram avaliadas por um analisador de

nanoparticulas (Nanosight).

3.3.2.3 Identificac&o das proteinas em exossomos

A identificacdo dos exossomos foi realizada através da técnica de

western blot, sendo especificas para os marcadores de superficie CD63 e CD81.

3.4 Descelularizacao de fragmentos de matriz renal de porco

Para a obtencdo de uma matriz acelular foi construido um sistema
de descelularizacdo de alto rendimento para que os resultados fossem reprodutiveis no
futuro. Este biorreator customizado foi ligado através de cateteres na artéria e veia dos
rins de porco e as mangueiras foram ligadas a dois galdes de 20L, um para comportar

as solucdes de lavagem e outro para descarte dessas solugdes (Figura 3).
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DESCARTE

SDS
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Figura 3. Esquema da dindmica da descelularizagdo no biorreator

Inicialmente um rim de porco foi descongelado a -20°C por 24 horas
e depois colocado a 4°C por 12 horas. Apos esse periodo de descongelamento, o rim
foi perfundido com solucdo salina por 5 minutos para verificar a viabilidade dos
cateteres introduzidos na artéria e veia renal. A proxima etapa foi constituida por
perfusdo de solucdo do detergente anidnico SDS a 1%, com perfusao continua durante
24 horas para promover a total remocao celular. O 6rgéo foi continuamente observado
para acompanhar o clareamento que indicou a distribuicdo uniforme da perfuséo
confirmando o processo de descelularizacdo. Concluido o periodo de descelularizacéo
com SDS, o rim suino foi reperfundido com agua milli-Q por mais 24 horas até que o
desaparecimento da espuma indicasse a total remocéao do detergente.

O rim foi reperfundido utilizando PBS por mais 3 horas para lavar as
estruturas vasculares do 6rgdo. Apos a finalizacdo da perfusdo com PBS, os rins foram

colocados em formol 10% e encaminhados para histologia.

3.5 Avaliacéo de aderéncia em tecido descelularizado

Células humanas renais de cultura primaria foram incubadas com
meio especifico em placas junto a fragmentos de matriz descelularizada em diferentes

concentracOes de fatores de crescimento HGF e TGF-3, na presenca e auséncia de
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exossomos. Estes fatores foram escolhidos por terem sido descritos na literatura como

envolvidos no processo de regeneracédo renal em modelo animal (Figura 4).

POGO 1

Células renais
+

Matriz de Porco
descelularizada

POGO 2

Células renais

+

Matriz de Porco
descelularizada

+
Exossomos

POGO 3

Células renais
+

Matriz de Porco
descelularizada
+

HGF

Células renais
+
Matriz de Porco
descelularizada
+
HGF
+
Exossomos

POGO 5

Células renais
+
Matriz de Porco
descelularizada
+

TGF-B

Células renais
+
Matriz de Porco
descelularizada

+
TGF-B

+

Figura 4. Estratégias de experimento para regeneracgao renal

O experimento de recelularizacdo foi realizado em triplicata e
repetido também em triplicata. Em cada poco do experimento foi inserido: 10° células
renais humanas e um fragmento de 5mm de matriz descelularizada. O exossomos
inseridos no experimento foram extraidos de 10° células mesenquimais de corddo
umbilical mantendo assim a propor¢ao celular. Nos pocgos tratados com HGF (Sigma-
Aldrich) a concentracdo foi de 20ng/mL (160uL), e o TGF- (R&D Systems) na
concentragcéo de 5-10ng/mL (100pL).

Os tecidos foram fixados para analise apds nove dias em cultura em
incubadora. Os tecidos fixados foram cortados em micrétomo em 5um e corados com
coloracdo por hematoxilina-eosina (H&E). Imuno-histoquimica com caspase 3
(Invitrogen) foi realizada para avaliar morte celular. A amostra passou pelo processo de
desparafinizagéo, seguida da adicdo de solucdo tampao do Kit Dako na proporgao 2
mL/100mL de agua destilada e exposta a aquecimento por 12min. Foi lavado com a

solucdo de lavagem tampédo (DAKO) 3x por 5 minutos e foi adicionada solucao de
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bloqueio da peroxidase em solucdo de H,O, 6%. Repete-se a operacdo de lavagem e
foi adicionado Protein Block (DAKO) por 30 minutos. Apds nova lavagem, as laminas
foram incubadas com o anticorpo anticaspase 3 overnight em uma camara Uumida na
geladeira. Depois desta etapa, foi lavado novamente e incubado com o anticorpo
secundério (DAKO) por 90 minutos. Lavou-se novamente e foi adicionado por 1 minuto
o cromogeno DAB que promoveu a reacdo. Em seguida as laminas foram lavadas e
colocadas na agua por 10 segundos. O material entdo foi mergulhado em hematoxilina
por 1 minuto, foi lavado duas vezes com agua destilada por 10 segundos e entdo em
protocolo estabelecido, o processo de diafinizagdo foi feito para fixar e preparar o

material para analise por microscopia.

3.6 Aspectos éticos

Estudo foi realizado ap6s aprovacdo do Sistema Gerenciador de
Projetos de Pesquisa (2618-16) e aprovado na Plataforma Brasil CAAE:
57565316.9.000.0071.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencéao e caracterizagdo das células renais humanas

4.1.1 Células renais humanas

Para obtencdo das células renais humanas, rins descartados do
transplante renal e doados para pesquisa tiveram seus fragmentos digeridos
enzimaticamente e culturas de células renais humanas foram iniciadas, expandidas e
caracterizadas.

Foram coletados tecidos renais de 20 doadores, dos quais 12 foram
caracterizadas por citometria de fluxo. As demais culturas foram descartadas por nao
apresentarem crescimento satisfatério. Para caracteriza¢do utilizamos o0s seguintes

anticorpos e seus fluorocromos estabelecidos na tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢cdo dos anticorpos e fluorocromos para os ensaios de citometria

Anticorpos Células Fluorocromo
THP Ducto coletor Alexa Fluor 488 (Rabbit)
EMA Tabulo distal APC (Mouse)
EPO Fibroblasto produtor de eritropoietina Alexa Fluor 488 (Rabbit)*
NEP Tabulo proximal Alexa Fluor 488 (Rabbit)
CD73 Fibroblasto APC (Mouse)

THP: Tamm-Horsfall protein; EMA: epithelial membrane antigen; EPO: erythropoietin; NEP:
neprilysin; CD73: cluster of differentiation 73.

Com uso destes anticorpos foi possivel avaliar a existéncias de
células de tubulo proximal, distal, ducto coletor bem como fibroblastos produtores de
eritropoietina. Na tabela 2 demonstramos as medidas de luminescéncia das células em
relacdo a cada anticorpo.

Com o objetivo de ver a sensibilidade do método empregado e sua
especificidade, as células foram duplamente marcadas, assim pudemos comprovar que
as células apenas eram positivas para um marcador. Na tabela 2 estdo em negrito os
tipos celulares especificos.



Tabela 2. Medidas de citometria

Medidas de fluorescéncia pela citometria

Mediana

Minimo e maximo

(%) (1 e 3 quartis)
Unstained (control) 99.80 (99.65 - 99.90) 99.50; 100.00
EMA + THP (LL) — duplo negativo 94.55 (78.25 - 98.40) 62.60; 99.30
EMA + THP (LR) — duplo positivo 0.00 (0.00 - 0.05) 0.00; 0.60
EMA + THP (UL) — positivo apenas para EMA 5.10 (1.10 - 21.30) 0.40; 36.90
EMA + THP (UR) — positivo apenas para THP 0.30 (0.20 - 0.45) 0.10; 0.60
EMA + THP (LR) — duplo positivo 5.40 (1.65 - 21.65) 0.80; 37.50
EPO + Oct4 (LL) — duplo negativo 6.60 (1.00 - 27.35) 0.70; 58.90
EPO + Oct4 (LR) — duplo positivo 0.00 (0.00 - 0.00) 0.00; 0.10
EPO + Oct4 (UL) — positivo apenas para EPO 89.55 (69.05 - 91.90) 40.80; 95.30
EPO + Oct4 (UR) — positivo apenas para Oct4 4.25 (2.15 - 5.80) 0.30; 9.50
EPO + Oct4 (LR) — duplo positivo 93.35 (72.60 - 99.05) 41.10; 99.30
CD24+ CDA44 (LL) — duplo negativo 81.30 (63.60 - 98.90) 16.30; 99.50
CD24+ CD44 (LR) — duplo positivo 0.05 (0.00 - 0.10) 0.00; 0.50
CD24+ CD44 (UL) — positivo apenas CD24 18.25 (0.55 - 35.95) 0.20; 83.20
CD24+ CD44 (UR) — positivo apenas CD44 0.40 (0.20 - 0.40) 0.00; 0.50
CD24+ CD44 (LR) — duplo positivo 18.70 (1.05 - 36.30) 0.50; 83.70
NEP + CD73 (LL) — duplo negativo 99.25 (98.50 - 99.40) 73.20; 99.50
NEP + CD73 (LR) — duplo positivo 0.10 (0.05 - 0.20) 0.00; 0.50
NEP + CD73 (UL) — positivo apenas para NEP 0.40 (0.30 - 0.95) 0.20; 26.30
2[E)|;3+ CD73 (UR) — positivo apenas para 0.30 (0.10 - 0.35) 0.10; 0.60
NEP + CD73 (LR) — duplo positivo 0.80 (0.60 - 1.50) 0.50; 26.70

THP: Tamm-Horsfall protein; EMA: epithelial membrane antigen; EPO: erythropoietin; Oct4:

octamer-binding transcription factor 4; NEP: neprilysin; CD73: cluster of differentiation 73. n=12.
LL: Lower Left; LR: Lower Right; UR: Upper Right; UL: Upper Left.
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Congelamos células destes 12 doadores para continuar

experimentos.

4.2 Isolamento e caracterizacdo de células mesenquimais de corddo e obtencéo

de microvesiculas e exossomos

As células mesenquimais de corddo umbilical humano foram
isoladas, cultivadas e replicadas até passagens cinco e 10 conforme protocolo.

A produgdo dos exossomos, microvesiculas foi estimulada, em
células mesenquimais de corddo umbilical, através de privacdo de fatores de
crescimento. As células em confluéncia de 80% foram mantidas com meio de cultura

pobre em glicose e sem suplementos por 24h coletado o meio, as células recebiam
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novamente meio de cultura pobre em glicose e sem suplementos esse procedimento foi

repetido a cada 24h até que 80% das células morressem.

4.2.1 Obtencédo de microvesiculas e exossomos

O meio de cultura coletado foi submetido as etapas de
centrifugacdes e ultracentrifugagcdes para isolamento das microvesiculas e exossomos.
A leitura em Nanosight (Tabela 3, Figura 5) comprovou a presenca de microvesiculas e
a medida oferecida pelo Nanosight demonstra que estamos diante de exossomos

(média de 120nm de tamanho).

Tabela 3. Média do tamanho das microvesiculas extraidas de 100.000 células mesenquimais

. Média tamanho Concentragao de particulas
Experimentos
(nm) (mL)
Experimento 1 119,2 4,87+008+1,21+007
Experimento 2 118,9 7,06+008+3,16+007
Experimento 3 117,6 7,62+007+5,05+006
Experimento 4 125,2 4,64+008+4,96+007
NANO S| GiH | 81-22017-07-21 131805 ~INANU 81 2017-07-21 12-54-48

NANU 84-22017-07-21 134400 TNANUOOSIGIH | 84 2017-07-21 13-33-47

Figura 5. Gréficos ilustrativos dos experimentos de caracterizacdo de exossomos

A andlise pelo aparelho Nanosight permite a visualizacdo destas

nanoparticulas através de um modo de fluorescéncia que segue na figura 6.
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Figura 6. Exossomos em tamanho e
dimensbes diferentes encontrados pela
anélise no Nanosight

Frente a presenca de vesiculas de tamanho inferior a 120nm,
realizamos também o western blot para os marcadores de superficie CD63 e CD81 que

caracterizam as vesiculas como exossomos de células mesenquimais (Figura 7).

Amostral Amostra?2

CcD63 - . 40 - 60 kDa

Figura 7. Western blot para CD63 e CD81 em
exossomos produzidos por células mesenquimais de
cordao
As vesiculas de tamanho inferior a 120nm e positivas para CD63 e
CD81 foram denominadas exossomos e congeladas para o experimento de

recelularizagao.

4.3 Descelularizacéo

O processo de descelularizagdo foi realizado com biorreator
customizado. O biorreator foi construido seguindo os padrdes impostos pela literatura

para a melhor execucédo das atividades de descelularizacdo conforme demonstrado na

figura 8.
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O biorreator trabalhou de forma dinamica e ininterrupta para que nao
houvessem falhas durante qualquer momento do processo de descelularizacdo. Os
resultados demonstraram perfusdo do SDS em todo tecido, confirmado pela sua
coloragéo esbranquigada no final da atividade do biorreator como visto nas figuras a
sequir.

Os resultados da etapa de descelularizagdo estdo ilustrados na
figura 9. O rim porcino durante o tempo de perfusédo por SDS exibiu clareamento, o que
sugere a distribuicdo de forma uniforme do processo de perfusdo, confirmando que o

método de descelularizacao aconteceu de forma dinamica e eficiente.
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Para comprovar o resultado microscopico da descelularizacéo,
fragmentos de tecido matricial foram fixados e submetidos a andlise histologica do
tecido. A histologia com coloracdo por H&E demonstrou a auséncia de células na
matriz (auséncia de coloracdo com hematoxilina) e a auséncia de nudcleos celulares
pela auséncia de eosina (Figuras 10 e 11). A histologia com H&E exibiu também a
conservacdo na integridade do endotélio do vaso sanguineo do material
descelularizado (Figura 10).

Outro resultado visualizado por histologia esta representado na

figura 11, que exibe estruturas de parénquima renal com conformacéo de glomérulos.



Figura 10. Tecido descelularizado do rim do porco com estrutura vascular
preservada com camadas bem definidas

Setas indicam imagens sugestivas de glomérulos. * marca vaso conservado no
processo de descelularizagéo.
Figura 11. Tecido descelularizado do rim do porco
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4.4 Recelularizagcéo

A recelularizagdo foi o objetivo principal deste estudo. Nesta etapa
todos os componentes foram associados com a finalidade de recelularizar a matriz
porcina descelularizada.

A tabela 4 apresenta os numeros de células renais humanas
inseridas em cada pogo da placa de cultura junto com a matriz porcina descelularizada.
Apos sete dias, o numero de células que aderiram a placa de cultura foi avaliado para
inferir a possivel migracdo destas células para a matriz descelularizada e uma possivel

multiplicacéo celular.

Tabela 4. Comparagdo da quantidade de células inicial e final no processo de
recelularizagéo

N° de células experimento | N° de células experimento Il
Inicio 1x10° 1x10°
Final 1,2 x 10* 9,4 x 10*

Em ambos os experimentos 100.000 células renais humanas foram
inseridas em cada um dos seis poc¢os da placa de cultura. No primeiro experimento
12.000 aderiram a placa, o que corresponde a 12% das células iniciais. O segundo
experimento foi realizado com a mesma quantidade inicial de células, e dessas, 94.000
células se aderiram a placa, ou seja, 94% do total inserido.

Apo6s nove dias em cultura os fragmentos de matriz foram fixados
para realizar as analises histolégicas e imuno-histoquimicas.

A recelularizacéo foi realizada em dois experimentos independentes
e em triplicata. O Grupo 1 (G1) foi o ensaio em que as ceélulas renais humanas e a
matriz foram associadas e serviu como grupo controle. Na analise histolégica em
ambos 0s experimentos observou-se a presenca de células aderidas a regido mais

externa da matriz (Figura 12).
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Figura 12. Grupo 1 - Células renais humanas em matriz descelularizada ap6s 9 dias em
cultura

Na presenca de exossomos, as ceélulas renais humanas aderiram
nas estruturas descelularizadas, como vasos e glomérulos, exibindo uma capacidade

de migracao ao interior desta matriz (Figura 13).
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As setas indicam estruturas recelularizadas.

Figura 13. Grupo 2 - Exossomos inseridos junto a matriz descelularizada e as
células renais

O terceiro grupo estudado (G3) avaliou a insercdo de fator de

crescimento de hepatocito (HGF) descrito na literatura como fator de crescimento de
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células renais. Na presenca de HGF houve células no tecido também aderindo as

estruturas na figura 14.

Experimento 1 Experimento 2
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Setas demonstram areas recelularizadas.
Figura 14. Grupo 3 - Fator de crescimento de hepatdcitos com células e

matriz

No Grupo 4 (G4), adicionamos os exossomos e o HGF para avaliar
um possivel efeito sinérgico dos exossomos e HGF. Essa associacdo determinou
resultados dependentes do doador celular. Em um experimento observaram-se
conglomerados de células na periferia da matriz enquanto no segundo grupo de

triplicatas ndo houve crescimento celular (Figura 15).
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Figura 15. Grupo 4 - Associagcdo de exossomos e fator de crescimento de
hepatécitos a matriz e células renais

O quinto grupo estudado (G5) avaliou o uso de TGF-B, um
conhecido fator pro-fibrético renal, e houve discreto crescimento celular na matriz
(Figura 16).
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Figura 16. Grupo 5 — Fator de crescimento transformador beta em cultura de células
renais e matriz

Quando avaliamos a associacdo de exossomos e fator de

crescimento sintético, no caso TGF-B (G6), os resultados foram irregulares. No primeiro
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experimento houve crescimento celular, enquanto que no segundo experimento nao

houve crescimento celular (Figura 17).

Experimento 1 Experimento 2

20x 20x

Figura 17. Grupo 6 - Exossomos e fator de crescimento transformador beta
em cultura de células renais e matriz

A recelularizac@o da matriz com células humanas renais ocorreu em
guase todos os experimentos, o que foi comprovado histologicamente. Para avaliar a
viabilidade de uma recelularizacdo efetiva, observamos a morte celular com imuno-
histoquimica utilizando a caspase 3. O interior celular fica corado em marrom quando
h& morte das células.

No Grupo G1 quando células renais foram associadas apenas a
matriz observou-se grande quantidade de células apoptoticas (Figura 18).

A presengca de exossomos determinou menor positividade para
caspase 3, ou seja, das células que migraram na matriz ndo existiam muitas células
apoptaéticas (Figura 19).

O Grupo G3, na presenca do HGF, observou-se uma pequena
guantidade de células que foram positivas para caspase 3, demonstrando, portanto,
morte celular (Figura 20).

No Grupo G4, exossomos juntamente com HGF, ndo foi verificado
nenhuma célula em tom amarronzado (Figura 21).

Nos ensaios que foram utilizados o fator pro-fibrotico TGF-8, néo foi
visto morte celular (Figura 22), no entanto, quando associado o fator TGF-B aos
exossomos, observou-se um elevado numero de células apoptéticas, entretanto este

resultado nao se repetiu (Figura 23).



Figura 18. Grupo 1 — Morte de células renais humanas evidenciada em matriz
recelularizada

Figura 19. Grupo 2 — Matriz recelularizada com menor taxa de morte celular

Figura 20. Grupo 3 — Pequena quantidade de células apoptéticas com o fator de
crescimento de hepatécitos inserido no meio
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Figura 21. Grupo 4 — Auséncia de morte celular na matriz com fator de
crescimento de hepatécitos e exossomos
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Figura 22. Grupo 5 — Pouca recelularizagcdo e nenhuma célula em processo de
apoptose sob a influéncia de fator de crescimento transformador beta
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Figura 23. Grupo 6 — Elevado niumero de células apoptéticas no ensaio com
fator de crescimento transformador beta exossomos e baixo indice de morte
celular na sua repeticdo

Portanto, a recelularizacdo de matriz porcina com células renais
humanas é possivel. Os exossomos determinam maior migracao das células para

estruturas renais além de conferir menor morte celular.
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5 DISCUSSAO

O processo de recelularizacdo tem sido descrito como uma técnica
possivel para a restauracdo da funcionalidade de 6rgdos mesmo depois de injaria ou
de danos celulares.

Segundo Mao et al.,, a caracteristica estrutural do 6rgado esti
intrinsecamente conectada com a sua funcado, logo a capacidade de recriacdo da
estrutura do 6rgao € essencial para o sucesso na reobtencdo de um tecido saudavel.
Os métodos executados no projeto, descelularizacdo e, logo em seguida,
recelularizacdo, trazem uma das estratégias da engenharia de tecidos que é remover
as células, porém conservando a estrutura da matriz extracelular nativa.©®

O presente estudo investigou a influéncia dos exossomos na
recelularizacéo, utilizando células renais humanas e fatores de crescimento, como HGF
e TGF-[3, no tecido renal porcino descelularizado.

Observamos a presenca das células renais primarias na matriz
previamente descelularizada na maioria das amostras. Quando inseridos o0s
exossomos, maior namero de ceélulas foram encontradas na matriz, bem como
estruturas foram recelularizadas e menor morte celular ocorreu em grupos do
experimento onde 0S exoSSOmos estavam presentes.

Exossomos associaram-se positivamente com a recelularizacéo.
Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, Pashoutan et al., demonstraram
que exossomos derivados de células-tronco mesenquimais aceleram a regeneragao
muscular via miogénese e angiogénese, ou seja, a presenca de exo0SSOMoOS
potencializou a recelularizagdo em modelo animal.®?

Nenhum experimento foi descrito na literatura com uso de
exossomos em recelularizacdo ex vivo. A injecdo intravenosa de vesiculas
extracelulares oriundas de células-tronco mesenquimais de corddo umbilical tem
evidenciado um “efeito renoprotetivo” proporcionando a regeneracdo tecidual através
da reducdo de dano tecidual e apoptose, contribuindo para o reparo celular e
consequente melhora da funcéo renal em modelos animais de doenca renal.”:%®)

Na literatura, estudos demonstram que €ex0SSOmMOS promoveram
efeitos antiapoptético e anti-inflamatério no sistema cardiovascular, regeneracao

cardiaca, neovascularizacdo e remodelagdo antivascular e anticardiaca. No sistema
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muscular, eles aceleraram a regeneragdo através dos processos de miogénese e
angiogénese. No sistema nervoso, mesmo depois de um acidente vascular encefalico,
a neurogénese foi aumentada juntamente com a remodelacdo dos neurbnios e a
angiogénese, demonstrando que 0s exossomos exercem um efeito neuroprotetor, visto
que eles conseguem atravessar a barreira hematoencefalica com facilidade.®®"" No
sistema renal, os exossomos tem o poder de proteger o rim contra danos isquémicos
com diminuicdo da resposta inflamatéria e de apoptose em modelos animais.”? Em
nosso estudo observamos que a presenca de exossomos apresentou efeito
equivalente, representado pela recelularizacdo da matriz e da menor evidéncia de
apoptose nos grupos com exossomos.

Considerando o Grupo G1 (matriz descelularizada + células renais
humanas) como controle, uma vez que apenas células e matriz estavam presentes
pudemos comparar os efeitos dos exossomos e de fatores de crescimento. Assim
quando comparados ao G2 (matriz descelularizada + células renais humanas +
exossomos), observou-se em G1 uma quantidade menor de células que a encontrada
no G2. Os exossomos provavelmente participam de muitos dos processos fisiologicos e
patologicos. Estes achados vaos de encontro a literatura, exossomos carreiam no seu
interior fatores que chegam as células alvo.®® Outra importante observacdo é a
localizacdo das células, houve uma migracdo maior das células renais para o interior
da matriz no G2, em comparacdo com o G1l. O tamanho em nandémetros dos
exossomos permite a sua facilidade de locomocéo pela matriz extracelular, bem como
a natureza do seu material, que ndo é de carater sintético, o que exerce uma
possibilidade de maior aceitacdo pela matriz.

O aumento da quantidade de células na matriz recelularizada que
recebeu exossomos demonstrou o efeito dos exossomos na mitose e aderéncia celular.
Esse efeito na recelularizacdo provavelmente se deve a um efeito semelhante ao que
ocorre na embriogénese, quando o HGF esta implicado na diferenciacao celular renal.
No presente estudo, este efeito foi comprovado pela proliferagao celular quando HGF
foi adicionado a matriz porcina que foi recelularizada com células renais humanas (G3).
A migracdo das células primarias renais aconteceu de forma mais acelerada para o
centro da matriz comparando com as amostras sem a presenca de HGF, tornando-se
visivel que o HGF é uma ferramenta importante na recelularizagédo do tecido renal.

Comparando-se os grupos G1 (matriz descelularizada + células

renais humanas) e G3 (matriz descelularizada + células renais humanas + HGF), houve
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migracao das células em ambas as amostras. A amostra estimulada pelo fator HGF, o
G3, demonstrou melhores resultados de recelularizacdo, o que vai de encontro com a
literatura uma vez que o HGF € um fator que esta intimamente ligado ao processo da
nefrogénese.©")

Ju et al. mostraram em seu estudo que o HGF consegue promover a
aceleracgédo, recuperacao e proliferagdo de células tubulares, mesmo apés insulto, logo
o processo de recelularizago foi potencializado gracas a presenca do HGF.®¥

A associacdo de HGF e exossomos (avaliada no Grupo 4) quando
comparada a G1 (matriz descelularizada + células renais humanas) demonstrou
resultados dependentes dos doadores. Quando o experimento um foi realizado em
triplicata, todas as amostras apresentaram crescimento celular e ndo houve morte
celular. Quando outro doador foi utilizado n&o houve recelularizacédo do fragmento. E
possivel que exossomos e HGF tenham sua acdo dependente da capacidade celular
de regeneracéo.

lekushi et al. demonstraram o TGF-f como um dos antagonistas
mais conhecidos do HGF, bem como o HGF é relatado por neutralizar a acdo pro-
fibrética de do TGF-B por diferentes meios de sinalizacdo em células renais. A
presenca de TGF-B nos experimentos permitiu a aderéncia e migracdo celular,
entretanto, as células eram apoptéticas.*

A comparacao do Grupo G1 (matriz descelularizada + células renais
humanas), com o Grupo G6 (matriz descelularizada + células renais humanas + TGF-
+ exossomos), comprova o efeito negativo do TGF-B. O TGF-B é um fator pro-
apoptético e a possivel combinacdo deste fator com 0s exossomos pode ter evitado a
migracdo das células para o interior do tecido, o que causou a néo recelularizacédo do
tecido renal.®")

Ocorreu menor presenca de células apoptoticas em experimentos
cCOm exossomos, 0 que sugere gque 0s mesmos estejam envolvidos diretamente na
aderéncia e sobrevivéncia das células renais humanas na matriz descelularizada.
Quando o TGF- B foi adicionado, as células renais humanas que conseguiram aderir a
matriz localizaram-se em bordas e ndo migraram para a parte mais interior da matriz.
Estas células eram apoptoticas apds nove dias em cultura. Nos experimentos com HGF

houve maior recelularizagcado e menor apoptose.



37

A associacdo de exossomos e fatores de crescimento foram
dependentes das células mostrando uma provavel comunicac¢do celular, entretanto
mais complexa, que nao foi escopo desta analise.

A recelularizacdo de matriz com células renais humanas é possivel e
0s exossomos de células mesenquimais de corddo umbilical humano sé&o facilitadores
desta recelularizacdo e diminuem morte celular. A avaliagdo das células renais
humanas que se aderiram a matriz descelularizada porcina foi positiva e entendeu-se
que apesar da utilizacdo de uma matriz oriunda de espécie suina, houve uma
compatibilidade entre as células humanas e a matriz. E nitida a grande influéncia do
papel, tanto dos exossomos, quanto do HGF, exercendo um papel potencializador da
adesao, proliferacédo e sobrevivéncia das células renais humanas.

O processo de recelularizacdo através do uso de exossomos é um
passo importante e fundamental para a medicina regenerativa. Os resultados foram
substanciais, mas ainda assim precisa-se de mais estudos na area para avanco na

perspectiva de solugdes in vivo.



38

6 CONCLUSOES

1. A presenca de exossomos aumenta a migracao de células renais
humanas as regides mais centrais da matriz porcina descelularizada;

2. Células renais aderem a matriz com melhor eficiéncia na presenca
de exossomos e do fator de crescimento de hepatdcitos;

3. Os exossomos de células mesenquimais de corddo umbilical

humano diminuem a morte celular das células renais humanas na matriz porcina.
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Abstract

Introduction: Chronic kidney disease became a worldwide growing problem in the last
decades. The kidney has the ability to regenerate almost completely after insults.
However, in some situations, progressive fibrosis with functional loss occurs. Some
growth factors have been described such as hepatocyte growth factor (HGF), which is
an important regulator of renal cell recovery. Recent studies suggest a mechanism of
cellular communication between mesenchymal stem cells and renal epithelial cells, and
report the presence of HGF inside the exosomes suggesting that HGF is a stimulatory
mechanism for tissue regeneration. Purpose: To evaluate the effect of exosomes from
umbilical mesenchymal stem cells on the adherence and proliferation of primary renal
cells cultured in a decellularized renal matrix. Methods: The evaluation was carried out
in stages: characterization of human renal cells in culture, obtaining exosomes from
umbilical cord mesenchymal stem cells and characterization of exosomes by the use of
western blot (CD63 and CD81); and porcine kidney decellularization by the use of
sodium dodecyl sulfate decellularization method. Recellularization was performed by
comparing and isolating effect of exosomes in the presence of pro-growth factor like
HGF and pro-fibrosis factor like transforming growth factor beta (TGF-B). Results:
Human kidney cells had satisfactory growth in cultures. Decellularized porcine kidney
tissue preserved the architecture. Exosomes from mesenchymal stem cells were
secreted and positively characterized for CD63 and CD81 in western blot.
Recellularization showed by the adhesion of renal cells occurred in all experiments.
When we evaluated cell death through caspase 3, the association of TGF- and
exosomes determined a higher percentage of apoptotic cells. In the other experiments
the presence of the exosomes determined lower cell death. Conclusion: Exosomes
produced by human umbilical cord mesenchymal stem cells induced lower cell death in

matrix recellularization with human kidney cells.



