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1. RESUMO

A questao central para a engenharia tecidual é induzir as células a recapitularem o seu
fenotipo normal quando integradas a um arcabougo manufaturado. O objetivo deste trabalho
foi examinar as variag6es na diferenciacéo celular do musculo liso e urotélio durante as etapas
de produgao de tecidos urinarios /in vitro. Quinze espécimes cirurgicos geraram as culturas
analisadas e os fenotipos das populacbes foram verificados por citometria de fluxo,
imunofluorescéncia e expressao génica. Houve uma associacao entre o cultivo em superficies
plasticas e alteragdes no fenétipo de ambos os tipos celulares, os quais foram restaurados,
em alguma extensao, apos sua semeadura em matrizes temporarias. Enquanto o musculo liso
recuperou o seu marcador contratil, o urotélio apresentou atributos de uma camada basal. O
estudo destacou como a perda da diferenciacao secundaria a expansao /in vitrorepresenta um
desafio para a formacéao de neotecidos funcionais.

2. ABSTRACT

The key issue of tissue engineering is how to induce cells to recapitulate their normal
phenotype when placed within a scaffold. The aim of this work was to examine the smooth
muscle and urothelium differentiation changes during the steps of urinary tissue production /n
vitro. Fifteen surgical specimens generated the analyzed cultures and phenotypes of cell
populations were monitored by flow cytometer, immunofluorescence and gene expression. For
both cellular types, there was an association of cell culture on plastic with phenotypic changes,
but they were regained to some extent after cell seeding onto scaffolds. Smooth muscle cells
restored their contractile marker, while urothelium showed attributes of a basal layer. The study
highlights how the loss of differentiation due to propagation of cells /n vitro represents a
challenge to development of full functional neotissue.
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6. INTRODUGCAO

Por toda a historia, relatos de lesdes irreversiveis no sistema urinario foram sempre
associados a tragédia. Fosse em decorréncia de malformacdes congénitas, trauma ou
doencas diversas, o comprometimento da estrutura e fungéo dos 6rgaos urinarios, quando
nao conduzia o individuo a desfechos funestos, invariavelmente restringia-o a uma vida
marcada pela enfermidade. Tentativas de reparo sao tao antigas quanto as préprias narrativas
dos infortinios, mas na maioria das vezes esbarravam na falta de conhecimento ou tecnologia

para concretiza-lo’.

Em nosso tempo, embora o aprimoramento de técnicas que permitem o transplante de
orgaos tenha revolucionado a terapia da insuficiéncia renal?, o manejo dos danos nos demais
6rgaos uroteliais ainda é insatisfatério. A experiéncia com estratégias de reconstrucao
fundamentadas no implante de tecidos nao-urinarios ou materiais manufaturados é
desapontadora, pois geralmente fracassam em decorréncia de problemas funcionais ou de
biocompatibilidade®4. Com efeito, a analise sistematica de seus resultados apenas reforga o

axioma: “substituir tecidos urinarios com os proéprios tecidos urinarios”.

Curiosamente, 0 mesmo adagio serviu como conceito para o desenvolvimento de uma
inovagao tecnoldgica promissora, a génese de neotecidos ex vivo. |ldentificada pelo termo
engenharia tecidual®, ela abrange um conjunto de técnicas que visam a produzir substitutos
biolégicos em laboratério via integragdo de células a um arcabougo, denominado matriz
temporaria ou scaffold. Conquanto a complexidade do processo torne a sua execugao restrita
a poucos centros, ja existem evidéncias de que o seu implante constitui uma alternativa factivel

para reconstruir segmentos de érgaos uroteliais danificados.

Os exemplos mais bem-sucedidos de engenharia de tecidos do sistema urinario
envolveram a formagao do substituto com uma combinacao de células uroteliais e musculares

lisas®’. Devido a escassez inerente de sitios doadores, obter um nimero suficiente de cada



tipo celular demanda sua expansdo em culturas individuais. Ao utilizar esse expediente, o
fabricante expde a populagao original a um ambiente artificial, o qual modifica o fenétipo
celular. Realmente, pesquisas ja demonstraram que a expressao génica das células em
cultivo tradicional difere significativamente do seu padrao tecidual®. No entanto, as evidéncias
sobre a reversibilidade das alteragées apds a sua integragao a matriz temporaria ainda sao

limitadas.

Na maioria das pesquisas, o habito de rastrear a populacao celular com marcadores
genéricos suscita interpretagdes superficiais, € muitas vezes conflitantes, sobre o grau de
diferenciagao que pode ser atingido ex vivo. Por essa razao, o presente trabalho desenvolveu
um método de producédo de tecidos com o objetivo de observar as variagcdes da diferenciacao
celular em cada etapa do processo. Nele, verificou-se o estado de maturacédo das células
uroteliais e musculares lisas nos tecidos originais, durante o periodo de expanséao /n vitro e
trés semanas apoés sua integragdo a matrizes temporarias. Para o fim de praticidade, dividiu-
se a analise em duas partes: a primeira, referente a expansao celular; seguida pela avaliacao

dos neotecidos.



7. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A maior demanda funcional dos érgaos uroteliais € contrapor uma das leis dominantes
no universo: a difusdo. Para antagoniza-la, dotou-se o sistema urinario de dois elementos que
Ihe permitem conduzir e armazenar a urina com minima alteragdo da sua composicdo. O
primeiro, um epitélio especializado em impedir o transito de ions e moléculas
independentemente das variagdes de sua superficie. O segundo, uma camada muscular que
Ihe confere a capacidade de expandir e contrair a pressoes relativamente baixas, reduzindo,
assim, o efeito da forga convectiva sobre a barreira. Logo, por exercerem papéis essenciais
na fisiologia urinaria, os aspectos relevantes para o estudo da diferenciagéo e cultivo de
ambos os tipos celulares serdo comentados antes das consideracdes sobre a engenharia

tecidual.

7.1. UROTELIO

Constituir a barreira epitelial mais impermeavel do organismo é a caracteristica que
melhor representa a importancia deste tecido®. Gragas a sua existéncia, o sistema urinario
pode suportar, incélume, amplas variagcdes de osmolaridade da urina e impedir trocas nao
reguladas de substancias entre o conteudo luminal e o sangue que, de outra forma,
comprometeriam a homeostasia®'®. Embora o controle da permeabilidade seja sua fungdo
primordial, sabe-se que ele também age como um 6érgdao sensorial, exerce um papel
fundamental na acomodacao da urina e atua como um importante componente da imunidade

inata®11.12,
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Histologicamente, caracteristicas distintas dos seus elementos permitem dividi-lo em
trés estratos'2. Células pequenas e cuboides formam a camada basal, sobre a qual se assenta
o estrato intermediario constituido por tipos celulares algo piramidais. Junto ao lumen,
identifica-se uma camada unica de células superficiais com forma achatada, uni ou
multinucleadas, as quais representam o apice da diferenciagao urotelial. Apesar de ser um
fendbmeno complexo, a fungao de barreira € primariamente associada a atributos encontrados

nas células superficiais'?13.

A base estrutural para a sua alta resisténcia a difusdo provém de especializagbes
exibidas pela membrana plasmatica apical em concerto com a presenga de zonas de ocluséo
no espaco paracelular. Adaptada para impedir o fluxo transcelular, a membrana apical possui
composicao semelhante a mielina e exibe um conjunto de proteinas, denominadas
uroplaquinas, as quais tornam a sua face luminal duas vezes mais espessa que a
citoplasmatica’ '2. A adi¢ao de jungdes fechadas (tight junctions) extremamente desenvolvidas
na membrana lateral garante que toda superficie epitelial seja altamente impermeavel a 4gua

e pequenos solutos’®14,

No entanto, a sua complexidade vai muito além de uma barreira passiva. A descricao
de canais de sédio e sistemas de transporte modulaveis sao um indicativo que o urotélio pode
regular a sua permeabilidade de acordo com as condi¢des do organismo''-15, Além disso, ele
detém a habilidade de modificar sua superficie em resposta ao estiramento. Durante
incrementos no volume de urina, células intermediarias deslizam horizontalmente, enquanto
as superficiais podem aumentar sua area em mais de 50% via incorporagao de vesiculas
discoides a membrana apical’®. Esta caracteristica Ihes confere a capacidade de cobrir varias

células subjacentes, razéo pela qual sdo designadas células umbrella.

De modo similar ao conhecimento da sua fisiologia, o cultivo in vitro de células
uroteliais possui um historico relativamente recente. Os primeiros relatos de culturas bem-

sucedidas ocorreram ha cerca de 40 anos via explantes (explants) retirados do sistema

* Também reconhecida pelo termo unidade assimétrica de membrana.
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urinario de mamiferos'’. Por ser um tecido epitelial naturalmente quiescente, logo percebeu-
se que suas culturas primarias eram propensas a faléncia em decorréncia da falta de interagao
com células estromais’®'. Assim, a competéncia para expandir o urotélio eficientemente
sobre superficies plasticas s6 foi adquirida apos o aperfeicoamento dos seus métodos de

cultivo, um processo que consumiu duas décadas de pesquisa’-?',

O marco fundamental para esse feito foi o desenvolvimento de meios de cultura livres
de soro fetal e com baixa concentragao de calcio, os quais deslocam o equilibrio dos estimulos
de estratificagdo para proliferagdo’®?2. Desde entdo, demonstrou-se a factibilidade de cultivar
células uroteliais por 6 a 11 passagens antes que atinjam o estado de senescéncia ou alterem
seu padrao cromossémico?®. A habilidade de multiplica-lo exponencialmente a partir de
pequenas amostras ndo apenas tornou possivel a producao de tecidos uroteliais ex vivo, mas
também gerou uma série de questdes sobre a sua biologia. Duas delas, indispensaveis para

a discussao deste trabalho, serdo detalhadas a seguir.

Marcadores uroteliais

Por apresentarem arquitetura peculiar, a completa caracterizagdo dos epitélios
estratificados envolve tanto a sua distingdo como tecido, quanto a verificacao da diferenciacao
de suas camadas constituintes. Ao analisar o urotélio, observa-se que somente o estrato
superficial possui marcadores suficientemente especificos para discrimina-lo de outros
epitélios?*. Para as células das demais camadas, embora possam apresentar uma
organizacao singular, ndo ha um gene identificado capaz de segrega-las de modo inequivoco.
Por esse motivo, definir a camada de procedéncia de uma célula urotelial €, como regra, uma

tarefa mais simples do que ratificar a sua linhagem.

Mesmo que a acessibilidade a dissec¢ao do urotélio facilite seu isolamento, provar a
origem das células cultivadas é essencial para a confiabilidade de qualquer estudo.

Consequentemente, a falta de um gene seletivo que identifique todas as células uroteliais

12



causa uma dificuldade adicional na caracteriza¢ao de suas culturas primarias. Como, em sua
maioria, elas expressam um conteldo proteico comum a outros epitélios e a expansao sobre
o plastico destréi o seu arranjo histoldgico, a utilizagdo de um unico marcador para confirmar
a natureza da cultura ndo exclui o viés de selecao. Contudo, pode-se reduzir sua probabilidade

com a demonstragao das populagdes que o constituem?5,

Dentre os marcadores uroteliais, os mais restritos pertencem a uma classe de cinco
proteinas transmembrana agrupadas sob o termo uroplaquinas (Upk): a saber Ia, Ib, II, Illa e
I1Ib%6. Com configuragdo conservada entre os mamiferos, elas sdo arranjadas em uma trama
cristalina hexagonal e constituem a base estrutural das placas uroteliais, um dos componentes
responsaveis pela funcdo de barreira da membrana plasmatica apical?’?%. Embora todas
estejam associadas ao urotélio, a comparacao do transcriptoma de varios tecidos humanos
classificou as uroplaquinas Ia, II e IlIb como as mais seletivas?*. Porém, somente ao gene

UPKZ pbde-se creditar exclusividade de expressao.

Se a seletividade Ihes confere um importante papel na identificagdo do urotélio, ha
particularidades que limitam a sua utilizagdo em algumas circunstancias. Em primeiro lugar, a
variabilidade dos seus conteudos, tanto entre as camadas uroteliais de diferentes espécies,
quanto entre 6rgaos urinarios, influencia a generalizagao dos dados obtidos. Enquanto no
homem, com exce¢do da unidade Ib, a producdo de uroplaquinas é restrita as células
superficiais, no camundongo elas podem ser detectadas ja na camada intermediaria®.
Ademais, sua concentragdo, como grupo, € dez vezes menor no epitélio ureteral que no

vesical?®.

Em segundo lugar, a supressao da sintese de uroplaquinas durante o cultivo reduz a
sua importancia na identificagdo de células /in vitro®®. Por essas razdes, € comum que o
escrutinio das células uroteliais seja feito com o auxilio de um catédlogo de queratinas (K).
Presente no citoesqueleto da maioria dos epitélios, onde forma filamentos intermediarios,
essa classe de proteinas participa varias fungdes celulares, as quais abrangem desde a

resisténcia mecanica e polaridade, até processos de transporte e sinalizagdo*. Como norma,
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os tecidos epiteliais contém composi¢cdes de queratinas que correspondem ao seu arranjo
histolégico®'. No entanto, é importante ressaltar que os seus perfis de expressao refletem o
estado de diferenciagdo, ndo a origem do tecido. Portanto, eles podem ser invalidos em

situacdes patoldgicas.

O conjunto de queratinas expresso pelo urotélio normal forma um padréo peculiar, o
qual é util para sua distingdo de outros tecidos®'-33. Nele, observa-se que tipos caracteristicos
de epitélios simples, particularmente K7, K8, K18 e K19, possuem distribuicdo ubiqua entre
as células uroteliais. Por outro lado, ha queratinas restritas a epitélios estratificados que
podem identificar camadas do urotélio: enquanto a K5 marca as células basais, os tipos K13
e K17 caracterizam os estratos basal-intermediario. Considerada o marcador final da
diferenciacao urotelial®*, a K20 possui expressao limitada as células superficiais. Como um
sinal da heterogeneidade urotelial, sua presenca é continua na bexiga, intermitente no ureter

e rara na pelve renal.

Diferenciacao

Devido a sua estrutura estratificada, por muitos anos acreditou-se que a diferenciagao
do urotélio ocorria em uma sequéncia linear, na qual as células basais K5* gerariam as
intermedidrias e superficiais®®. Embora desprovida de uma evidéncia direta que comprovasse
a localizagao das células progenitoras, a ideia de um modelo de estratificagdo hierarquico
encontrava suporte na observacao de intensa proliferagcdo nas camadas basais durante o

reparo de lesdes uroteliais induzidas®.

A esse facto, somava-se a detecgdo imunohistoquimica em gradiente do fator
transcricional p63, presente nos estratos basal-intermediario e ausente no superficial, a qual
guardava semelhangas com o padrao exibido por outros epitélios3’-3°. Porque ele desempenha

um papel critico na diferenciacao e autorrenovagéao de células-tronco epiteliais, o seu perfil de
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expressao induzia a conclusdao que o processo de diferenciacdo seguiria uma regra
geral¥”3840 Com efeito, demonstrou-se que todas as células uroteliais derivam de um

progenitor embriondrio comum, o qual expressa p633&.

Apesar dessa associagao, a uniformidade da sua marcagdo nao possibilitava a
discriminagdo de um subtipo analogo no tecido maduro®. Na falta de um marcador especifico,
imputava-se o papel de progenitor a espécimes com ciclo celular lento localizados nas
camadas basais do epitélio, os quais eram capazes de gerar colonias /in vitro®. Porém, o
conceito original da diferenciagao sequencial comegou a ser revisto apos a demonstragao de
que a populagdo com capacidade regenerativa do urotélio adulto expressava o fator
morfogénico Shh (Sonic hedgehog), alvo transcricional do p634'42. Ao correlaciona-lo com as
células progenitoras, constatou-se que os nichos a elas atribuiveis estavam tanto na camada

basal, quanto na intermediaria3842,

Inicialmente, a explicagdo para esse achado aproximava a estratificagdo urotelial
aquela exibida pela epiderme. Para conservar o conceito de diferenciagdo sequencial,
conferiu-se as células K5 o papel progenitor verdadeiro, enquanto especulou-se que as
intermediarias seriam “amplificadoras de transito”, ou seja, células com potencial proliferativo
limitado destinadas a suprir rapidamente as eventuais demandas da camada superficial®%43,
Contudo, as tentativas de estabelecer um elo entre as células K5 e o progenitor embrionario
acabaram por suscitar interpretacdes conflitantes a plausibilidade desse modelo

hierarquico'43,

Ao rastrear o gene Shh durante o desenvolvimento da bexiga de camundongos
transgénicos, pesquisadores descreveram o perfil fenotipico da célula endodérmica
indiferenciada como Shh* p63* Foxa2* Upk K5-. A seguir, observaram que dela descendia
uma célula progenitora (P) (Shh* p63* Foxa2* Upk* K57), a qual formava transitoriamente o
epitélio primitivo e terminava por desaparecer apds originar um tipo celular com fenétipo

intermediario (Shh* p63* Foxa2- Upk* K5). De modo surpreendente, constatou-se que as
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células basais (Shh* p63* Foxa2- Upk- K5*) surgiam apds esse processo e, embora sua origem

fosse endodérmica, ndo eram derivadas das células P ou intermediarias**.

Coincidentemente, o seguimento do gene Art5 excluiu uma ligagcédo entre as células
basais e os descendentes das intermediarias**. Diante desses resultados, os autores
concluiram ser improvavel a hipotese das células K5* constituirem a populagao progenitora
durante o desenvolvimento do urotélio. Todavia, a duvida se essa secessao persistiria no
epitélio adulto levou-os a verificar o processo de estratificacdo no periodo pos-natal. Nesse
estado, o rastreamento dos genes Shh e Krt5 apontou o estrato intermediario como origem
das células superficiais (Shh- p63- Foxa2- Upk* K5) e novamente afastou uma relagéo

hierarquica demonstravel entre estas e as células basais.

A mesma percepcado pdde ser contemplada em um estudo de carcinogénese
urotelial*®. Nele, a indugdo de neoplasias no urotélio vesical de camundongos, cujos genes
Krts e Upk2 possuiam reporteres, permitiu relacionar a origem de carcinomas in situ e
invasivos as células K5, enquanto tumores papilares as intermediarias. Assim, o conjunto de
evidéncias disponivel aponta para uma segregacao entre as linhagens basal e intermediaria
no urotélio. Embora a fungao das ultimas seja gerar as células superficiais, o propésito das

células K5 permanece desconhecido.

7.2. MUSCULO LISO

No seu estado diferenciado, o0 musculo liso € uma célula especializada na contragéo e
regulagdo do tébnus da parede de diversos 6rgaos. Apesar de o efetor final da sua
contratilidade - a interagao actina-miosina com hidrélise de ATP - e o seu respectivo sistema
de ativagao - fosforilagao da serina na posi¢cao 19 da cadeia leve regulatéria da miosina pela

sua cinase ativada pelo complexo calcio-calmodulina - ndo Ihe serem exclusivos, o conjunto
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de proteinas contrateis, canais ibnicos € moléculas de sinalizacdo por ele expressos lhe

conferem atributos Uinicos?6.

Desde a primeira descricdo do seu cultivo ha um século, ele se tornou um dos tipos
celulares mais extensivamente escrutinizados pela ciéncia*’. Varios aspectos de sua biologia
sao fascinantes, como a capacidade de autorregular o padrao de contragao e a sensibilidade
ao calcio, além de gerar tanta forga por area seccional quanto o musculo esquelético, mesmo
possuindo um quinto do conteido de miosina deste*648-53, Contudo, o corpo de evidéncias
reunido nos ultimos 50 anos sugere que a sua face mais surpreendente € uma habilidade

singular para modificar o seu fenétipo quando exposto a diferentes condigdes ambientais®.

O conceito de modulagao fenotipica surgiu a partir da observagao sistematica de suas
culturas primarias /n wvitro. Nelas, identificou-se a conversao de células contrateis,
representativas do musculo diferenciado, em analogas ao musculo imaturo, um fenétipo
denominado sintético*’. No periodo de uma semana poés-isolamento, pesquisadores
narravam a transicdo de um tipo celular caracterizado por citoplasma repleto de
miofilamentos e poucas organelas deslocadas para regides justanucleares ou periféricas em
outro que exibia aumento da razao nucleocitoplasmatica, paucidade de filamentos contrateis
e incremento no numero de organelas - sobretudo reticulo endoplasmatico rugoso,

ribossomas livres, mitocéndrias e complexo de Golgi.

Tal fenbmeno ocorria independentemente do método de isolamento ou origem
anatdmica e as alteracbes morfoldégicas eram correlacionaveis a mudancas no
comportamento celular. Enquanto o estado diferenciado era descrito como quiescente, o
sintético mostrava grande capacidade de proliferagdo, migragao e sintese. Com o tempo, as
semelhangas entre o estado sintético e o musculo liso embrionario induziram a proposi¢ao
gue o mesmo processo de modulagao seria a causa do conjunto de doencgas degenerativas
mais prevalente na humanidade. Proposi¢cdes a parte, os pontos de sua biologia mais

significativos para o debate sobre os resultados deste trabalho serdo apresentados abaixo.
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Marcadores do musculo liso

Validar a identificagcdo celular € uma tarefa das mais complexas para a maioria dos
estudos que envolvem o musculo liso. Embora exista um repertério consideravel de
marcadores seletivos ou restritos ao tecido maduro, como norma, as suas fiabilidades para
distinguir o estado de diferenciacao sdo maiores que para confirmar a linhagem muscular lisa.
De facto, interpretacdes equivocadas provém do desconhecimento que virtualmente todos
eles também podem ser expressos por outros tipos celulares, ao menos de forma transitéria,

durante o desenvolvimento embrionario ou em resposta a processos fisiopatologicos®*.

Tradicionalmente, considera-se que os marcadores mais seletivos correspondem aos
genes e proteinas responsaveis pela funcao contratil (e.g., a e y-actinas do musculo liso,
cadeias pesadas e leves da miosina do musculo liso, h1-calponina e a-tropomiosina) ou
importantes para a formacado do citoesqueleto e regulacdo da contragcao (e.g., SM22a,
telokina, h-caldesmon, B-vinculina, smoothelina e desmina)®. Devido as diferencas de

seletividade entre eles, uma revisao de suas caracteristicas € necessaria para reconhecer as

consequéncias que cada escolha acarreta as conclusées de um estudo.

Dentre as proteinas contrateis restritas as células musculares lisas, as mais
abundantes pertencem a duas isoformas de actina tecido-especificas, denominadas o e y-
actinas do musculo lisot %657, Conquanto suas configuragdes compartilhem grande homologia,
a distribuicdo tecidual e a origem genética de cada uma sdo distintas®%. A a-actina do

musculo liso é o primeiro gene seletivo a ser transcrito durante o processo de diferenciagao e,

em circunstancias normais, possui uma étima correlagdo com o tecido muscular liso5%69,

" Doravante, as denominages a e y-actina corresponder3o as formas do musculo liso.
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Contudo, mesmo sendo o marcador mais utilizado para a caracterizagdo dessa
linhagem, a sua detecgdo nédo é suficiente para ratifica-la de forma definitiva®8'. Pesquisas
demonstraram que outras células com capacidade contratil - como pericitos®?, células
mioepiteliais® e miofibroblastos® - habitualmente hdo a-actina como parte do seu aparato
miofilamentar. Além disso, constatou-se que ela também é expressa transitoriamente pelos
musculos esquelético e cardiaco durante o desenvolvimento embrionario; por cardiomiécitos

e células endoteliais em situacdes patoldgicas; e por algumas neoplasiast 545761,

Em contraste, o advento da y-actina do musculo liso ocorre em fases mais avangadas
do processo de maturagao e, diferentemente da a-actina, ndo € expressa pelos mioblastos
esquelético e cardiaco®. Sua seletividade é alta, pois, com excecédo de espermatocitos pds-
meioticos, ndo existem relatos convincentes de sua presenga em outras células adultas®®. No
entanto, a distribuicdo heterogénea dessa proteina constitui a principal limitagdo do seu uso
como marcador. Enquanto se verifica elevada expressdo no musculo liso do sistema
digestorio, ela é pequena no vascular e respiratério®”-%8. Entre os 6rgdos genitourinarios, ha
relatos de alto conteudo na bexiga e ducto deferente, mas baixo no ureter proximal e utero

nao-gravidico®.

Do mesmo modo que a y-actina, ha dois marcadores cujo conteudo € nitidamente
circunscrito a grupos de células musculares lisas. O primeiro, denominado telokina, consiste
em um peptideo idéntico a regido carboxi terminal da cinase da cadeia leve da miosina e atua
no processo de dessensibilizacdo ao calcio. E considerado um marcador especifico para o

musculo liso visceral, mas praticamente ndo é expresso no vascular®’. Similarmente, a

-

desmina representa um importante filamento intermediario dos tecidos musculares, mas

pouco expressa ha camada média dos grandes vasos*6:68,

Duas outras proteinas que compartilham homologia parcial, a h1-calponina e o

SM22a (ou transgelina), ocorrem em todos os tecidos musculares lisos dos vertebrados, onde

* Sobretudo o rabdomiossarcoma.
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atuam como inibidores da contratilidade®’°. O SM22a.é um marcador precoce da
diferenciagdo muscular lisa e possui um padrdo de expressdo semelhante a a-actina’'-73.
Comparativamente, a h1-calponina € uma proteina de apresentagdo um pouco mais tardia e
restrita’75. Durante a ontogenia, descreveu-se sua presenga transitéria apenas em
cardiomiécitos embrionarios”™. Ja nos tecidos adultos, ha relatos que miofibroblastos e

algumas linhagens de células neoplasicas também sdo capazes de expressa-la®*7°.

No que se refere a maturagao do musculo liso, quatro marcadores assinalam o estagio
final da diferenciacdo contratil. Trés deles, h-caldesmon, B-vinculina e a-tropomiosina, sdo
isoformas produzidas por splicing alternativo®. Embora sejam representantes restritos as
células maduras, eles sdo rapidamente convertidos em seus correspondentes ubiquos caso
haja um processo de modulagao fenotipica’’’. Por sua vez, a smoothelina, um componente
do citoesqueleto aparentemente confinado ao musculo liso diferenciado, pode ser expressa
como dois isotranscritos principais’®-%. Gerados via promotores alternativos, eles se
correlacionam com o modo contratil exibido pela célula muscular lisa. O isotipo A predomina

nas células com padrdo de contragao fasico, enquanto o B naquelas com padréo ténico?'.

Finalmente, a maior parte dos pesquisadores considera a cadeia pesada da miosina
do musculo liso o marcador mais especifico para o tecido muscular liso descrito até o
momento®-#2, Mesmo que ainda haja um debate sobre a exclusividade da sua expressao, o
rastreamento do seu gene do periodo embrionario até o pds-natal em camundongos
transgénicos mostrou completa especificidade a linhagem muscular lisa, com exce¢ao de uma
pequena populacdo de células no atrio direito durante a fase inicial do desenvolvimento

cardiaco$ 5483,

Além das questdes relativas a especificidade, a acuracia dos marcadores é igualmente
comprometida no reconhecimento de células musculares lisas que sofreram modulagao

fenotipica. Em resposta a lesdes, doengas ou cultivo tradicional, verifica-se redugéo geral,

$ Supde-se que ela possa corresponder & origem das artérias coronarias.
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mas nao uniforme, na expressao de seus genes seletivos. Mesmo que haja variabilidade nas
descri¢cdes dos fenotipos, quantidades consideraveis de a-actina, SM22a e h1-calponina
ainda podem ser detectadas por periodos relativamente longos apés o inicio do processo. Em
oposigao, smoothelina, cadeia pesada da miosina e variantes proteicas restritas por splicing

alternativo sao rapidamente suprimidas?®-23,

Assim, a identificagdo celular torna-se um desafio formidavel nessas situagoes, ja que
0s marcadores mais resistentes ao silenciamento nao comprovam de modo inequivoco a
linhagem muscular lisa e a auséncia dos mais especificos também nao a descarta
completamente. Na tentativa de encontrar uma solu¢do para esse dilema, estudos mais
recentes compararam o transcriptoma da camada muscular lisa de alguns 6rgaos com o
pertencente a tecidos circunjacentes. Houve relatos de 50 a 86 genes candidatos a
marcadores, entre eles canais ibnicos e transportadores, porém constatou-se que os mais

especificos continuam sendo os tradicionalmente usados848°.

Ante os factos expostos, varios autores preferem ratificar a identidade do musculo liso
com a utilizagdo de um conjunto de marcadores. Os critérios para escolha da combinagao
dependem da questao a ser pesquisada, mais especificamente, se ha interesse em rastrear a
maturagao ou provar a origem das células em analise. Com essa abordagem, o risco de
interpretacdes equivocadas é reduzido, embora nao seja possivel abolir a incerteza inferencial

em todas as circunstancias.

Recentemente, a caracterizagao de alteragdes epigenéticas incorporadas a histonas
abriu uma nova perspectiva na busca de um marcador definitivo para este tipo celular. Ao
analisar células musculares lisas vasculares, pesquisadores constataram que modificacbes
nas histonas de seus genes seletivos adquiridas durante a diferenciacdo, notadamente nos
genes a-actina (ACTA2) e cadeia pesada da miosina (MYH77), ndao encontravam correlagao
em outros tipos celulares - incluindo fibroblastos, endotélio e células-tronco®. Enquanto as

primeiras eram relacionadas ao relaxamento da cromatina e ativagdo génica - como
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dimetilagdo na quarta lisina da histona 3 (H3K4), e acetilagbes H3 e H4 -, as ultimas -

representadas por dimetilagao H3K27 e H4K20 - prediziam os seus silenciamentos.

De modo inusitado, a indu¢ao do processo de modulacéao fenotipica /n vitroresultou no
desaparecimento das modificagGes facilitadoras da transcricao nos referidos genes, com
excecao da dimetilagdo H3K4, a qual permaneceu estavel e restrita ao musculo liso.
Conquanto a explicacao seja conjectural, admite-se que esta “memaria de linhagem” permitiria
as células musculares lisas reativar o seu fenotipo contratil apés a cessao do estimulo
proliferativo. Posteriormente, um modelo de aterosclerose /i vivo confirmou a persisténcia da
dimetilagdo H3K4 no locus do gene Myh77 apds a supressao da sua expressao, facto que
validaria a utilidade de tal combinagao na identificagdo do musculo liso modulado®’. Todavia,

a sua estabilidade em outras situagdes ainda nao esta determinada.

Mecanismos de diferenciagao

A despeito da significativa evolugdo do conhecimento, os processos que induzem e
mantém o estado diferenciado do musculo liso sdo o componente mais enigmatico da sua
biologia. Uma das questdes mais intrigantes é explicar como um tipo celular maduro consegue
exibir comportamentos de células sem diferenciacdo terminal®. Com efeito, a visdo tradicional
de células eminentemente contrateis - com diferenciacao estavel, pequena capacidade de
proliferacéo e sintese -, ha muito tempo € desafiada por observagbes que descrevem varios

fenotipos alternativos a elas atribuidos.

Dados obtidos de culturas in vitro*’:88, modelos animais®®%? e doengas associadas a
alteragdes na camada muscular de o6rgdos - como obstrucdo infravesical®®, hipertensao
arterial®3%, aterosclerose®, asma® e diverticulos intestinais®” - sugerem que as células
musculares lisas adultas sao capazes de mudangas profundas e, geralmente, reversiveis no
seu fendtipo em resposta a sinais ambientais®. As referéncias vao desde trocas entre os

padrbes de contracao fasico e tbnico até a reducdo na expressao de genes marcadores,
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aumento da proliferagdo, migracao, sintese de componentes da matriz extracelular e atividade

imunologica*®s.

Pesquisas indicam que a chave para a compreensdo dessa capacidade esta nas
regides reguladoras dos genes que determinam a diferenciagdo muscular lisa. Experimentos
de mutagénese sitio-especificas em camundongos transgénicos demonstraram que a
expressao de praticamente todos eles € subordinada a ligagao do fator de transcricao SRF
(serum response factor) a elementos CArG (/e., sequéncias CC(AT)sGG) localizados nas

suas regides promotoras ou intronicas5472:98.99,

Descobriu-se que o SRF liga-se ao elemento CArG como um dimero, mas a
seletividade da ligagdo depende do recrutamento de cofatores'®. De maneira resumida, duas
classes modulam a expressdo dos genes controlados por esse sistema transcricional'®. A
primeira, representada por membros da familia ETS (e.g., ELK-1 e ELK-4/SAP-1), ocorre
ubiguamente e leva a ativagao de genes responsivos a fatores de crescimento (e.g., c-fos e
Egr-1)'%0-102 Por outro lado, ha cofatores tecido-especificos, como miocardina e MRTF
(myocardin-related transcription fator), os quais possuem um forte efeito coativador sobre

aqueles relacionados com a diferenciagao celular.103,

Seguindo esse raciocinio, o tipo de cofator determinaria a atuagcdo do SRF na
proliferagdo ou na maturagdo celular'®. Realmente, comprovou-se que a formagdo do
complexo miocardina-SRF é essencial para a diferenciagdo do musculo liso®7:105.1%6 Mutacdes
homozigotas que levam a perda da sua expressao foram relacionadas com uma marcada
diminuicdo no numero de células musculares lisas maduras em modelos murinos
embrionarios'”. Ademais, o aumento da atividade de cofatores que competem pelo sitio de
ligacdo do SRF, como o ELK-1 e o inibidor transcricional HERP1, claramente resulta na

supressao dos genes seletivos ao musculo liso'01.102.108,

Entretanto, a agao isolada de cofatores nao explica a grande diferenga de estabilidade
entre os programas de expressao génica controlados pelo sistema CArG-SRF no musculo liso

e em outros tecidos. Investigacbes subsequentes propuseram um modelo no qual a
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modulacgao fenotipica observada ndo depende de um unico fator, mas é o resultado de uma
combinagao singular de mecanismos multiplos de controle transcricional®®>'%. Ele afirma que
a maior suscetibilidade a sinais ambientais decorre de elementos CArG peculiares,

associados a um conjunto adicional de reguladores de transcrigao®®.

Ao contrario do gene tipico regulado por SRF, cuja regidao promotora contém apenas
um elemento CArG, os genes seletivos ao musculo liso necessitam da ativacdo de dois ou
mais deles para serem transcritos®7299, A adaptacdo a essa forma de regulacdo seriada
torna-se evidente com a demonstragao de que a manipulagao do numero de elementos ou do
espagamento entre eles reduz a expressao do gene alterado'®. Adicionalmente, a existéncia
de sequéncias de bases exclusivas nos flancos do elemento CArG dos genes marcadores do
musculo liso esclarece porque o complexo SRF-miocardina é capaz de ativar eficazmente a
regidao promotora da telokina, a Unica exce¢ao ao padrao de multiplos elementos, mas nao os

genes ubiquos regulados pelo SRF%.

Além do maior numero de elementos, a clonagem do gene da a-actina mostrou que
suas sequéncias CArG na regiao promotora abrigam uma curiosa mutagéo que € altamente
conservada entre as espécies. Constatou-se que ha a substituicdo de uma unica base na
regido central, rica em A/T, por C ou G&. Tal modificagdo provoca uma grande reducdo na
afinidade ao SRF e torna a transcricdo do gene mais dependente da presenca de cofatores'™°.
Com efeito, a troca das referidas bases C/G por A/T impediu a redugao habitual na expressao

de a-actina durante o reparo de lesbes vasculares'°.

Embora haja evidéncias suficientes para considerar o sistema CArG-SRF como critico
para a transcricdo dos genes marcadores do musculo liso, estudos demonstraram que
processo de diferenciacdo sofre a influéncia de outros agentes reguladores®. Nas regides
promotoras de alguns deles, como a-actina, SM22a e cadeia pesada da miosina, foram
descritos dois elementos regulatérios adicionais: a sequéncia C(A/C)GT(T/G)GG(T/G)GA,
denominada TCE (ie.,TGF-f control element) e o E-box (ie., sequéncia CANNTGQG).

Descobriu-se que eles séo, respectivamente, os sitios de ligagao de proteinas da familia KLF
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(Kruppel-like transcription factors) e bHLH (basic helix-loop-helix)'!:112. Devido a variabilidade

de ligantes, suas agdes podem ser sinérgicas ou inibitérias a ativagdo do CArG'".112,

Nao obstante a existéncia de mecanismos reguladores nas regides promotoras, a agao
pos-transcricional de microRNAs também exerce ingeréncia sobre a diferenciagcao
leiomiogénica’’3. Ao estudar o processo de maturagao cardiovascular em um modelo murino,
pesquisadores observaram que o incremento seletivo de dois microRNAs, denominados
miR143 e miR145, precedia o aparecimento de proteinas contrateis nas células precursoras
do musculo liso''*. Descobriu-se que as suas supressdes ndo inibem completamente a
diferenciagdo, mas sao associadas com reducado da espessura e do tbnus da camada

muscular.

7.3. ENGENHARIA DE TECIDOS URINARIOS

Por muitos anos, o uso de tecidos autélogos e materiais processados representaram
as Unicas opgdes de reconstrucdo para as perdas teciduais dos 6rgaos uroteliais''®>. Embora
eles oferecam a possibilidade de refazer a estrutura do 6rgao, seu emprego geralmente resulta
em complicagdes decorrentes da falta de funcionalidade, contragao do enxerto ou reagdes de
corpo estranho3. A dificuldade para substituir os tecidos uroteliais explica porque o implante
de segmentos intestinais vascularizados permanece como sua técnica de reconstrucéo
padrdao, mesmo que o contato da mucosa intestinal com a urina implique morbidade ao

individuo6.

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de neotecidos em laboratério abriu uma nova
perspectiva para o tratamento desse tipo de lesdo''”.'®. A ideia de reconstruir os 6rgaos
danificados via implante de um substituto vivo, funcional e livre de reacbes de rejeicao,

inegavelmente revolucionaria o0 manejo de varias situagcbes atualmente tratadas de modo
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paliativo. No entanto, a melhor maneira para realiza-la ainda nao esta totalmente validada pela
ciéncia. Com efeito, uma metanalise de estudos pré-clinicos confirmou a eficacia da
engenharia de tecidos na restauragao da capacidade vesical em varias espécies de animais,
porém nao conseguiu identificar uma diferenca significativa entre os constructos celulares e

acelulares nesse quesito'®.

Evidéncias de que a escolha da populagdo-alvo pode influenciar nos resultados do
estudo justificam cautela ao se considerar confiavel o desfecho alcangado em determinados
modelos animais. Experimentos de reconstrugdo pods cistectomia subtotal em ratos
demonstraram a alta capacidade regenerativa de suas bexigas, as quais recuperavam o
volume inicial mesmo sem qualquer implante'?°. Nesse aspecto, pesquisas com espécies de
maior porte, como caes e porcos, parecem oferecer um modelo mais preditivo do efeito
reparador gerado por neotecidos no organismo humano''®. Mesmo assim, a extrapolagédo de
resultados obtidos em animais saudaveis para situagdes clinicas também é questionavel, pois

podem superestimar a eficiéncia do reparo em um 6rgao doente'?'.

Ressalvas apresentadas, ha indicios de que a estratégia de producao do neotecido ex
vivotraz vantagens para a regeneracao do 6rgao danificado. Ao compararem trés métodos de
reconstrugao em caes submetidos a cistectomia subtotal, pesquisadores relataram diferencas
marcantes na fungdo e estrutura das bexigas entre os diferentes grupos experimentais’?2,
Onze meses apos a cirurgia, a capacidade vesical, complacéncia e caracteristicas histolégicas
foram consideradas normais no grupo tratado com o implante de uma neobexiga formada por
células uroteliais e musculares lisas autélogas. Em contraste, houve perda significativa de
fungdo e alteragbes morfolégicas naquelas submetidas a fechamento primario ou

reconstrucdo com matriz polimérica acelular.

A experiéncia bem-sucedida com caes serviu de estimulo para estender o mesmo
modelo de reconstrucdo a seres humanos. Estudos fase | envolvendo individuos com lesdes
complexas de uretra ou necessidade de cistoplastia mostraram que o reparo de 6rgaos

urinarios com neotecidos € uma tarefa viavel, embora o seu real beneficio ainda néo esteja
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determinado. Dentre eles, o relato de cinco casos submetidos a uretroplastia posterior via
implante de matrizes tubularizadas semeadas com células uroteliais € musculares lisas
constitui o melhor exemplo publicado do potencial reparador da engenharia tecidual’. Apos
seguimentos de 36 a 76 meses, aferiu-se que todos os pacientes apresentavam completa
resolucao dos defeitos uretrais e as bidpsias do segmento substituido exibiam caracteristicas

histologicas normais.

O primeiro estudo piloto de ampliagao vesical com neotecidos incluiu sete pacientes
pediatricos portadores de complicagdes urinarias decorrentes de meningomieloceleb. Em
resumo, nao houve relato de complicagbes pos-operatérias importantes e, apdés um
seguimento médio de 46 meses, a inspecao cistoscopica e caracteristicas histolégicas
sugeriam a regeneracao de todas as camadas da bexiga. Contudo, a melhora dos parametros

urodindmicos ocorreu somente nos casos em que o implante foi envolto por omento.

Os resultados promissores encorajaram a execugao de um estudo fase Il com o
objetivo de avaliar a eficacia dessa abordagem como alternativa terapéutica'?®. De maneira
inusitada, a mesma técnica de reconstru¢ao utilizada em uma populagdo com atributos
semelhantes falhou em proporcionar qualquer beneficio a capacidade ou complacéncia
vesicais. Ao contrario, houve a descricao de complicagdes graves, como ruptura da bexiga,
obstrucao intestinal e abscesso pélvico. As razbes para tamanha discrepancia ainda séo
desconhecidas, embora questdes sobre a composi¢ao da matriz, o grau de maturagao dos
neotecidos antes do implante e a reducdo na capacidade regenerativa de érgaos doentes

possam estar relacionadas aos desfechos.
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8. OBJETIVOS

8.1. GERAL

o Descrever as variagdes na diferenciacdo celular do musculo liso e urotélio durante o

processo de engenharia de tecidos do sistema urinario

8.2. ESPECIFICOS

e Rastrear mudancgas de fenétipo durante a expansao celular /n vitro
e Validar um método de producao de tecidos do sistema urinario ex vivo

e Avaliar as caracteristicas dos neotecidos formados
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Isolamento e expansao



9. METODOLOGIA

9.1. DELINEAMENTO E AMOSTRAGEM

Este € um estudo planejado para avaliar a influéncia do processo de cultivo /in vitro sobre
a diferenciacao de células humanas provenientes de tecidos urinarios. Nele, duas coortes,
constituidas por culturas primarias de urotélio e musculo liso, foram analisadas das passagens
0 (PO) a 3 (P3). Investigou-se os fenotipos predominantes em cada cultura, os seus padroes
de proliferacdo e o desaparecimento de determinados tipos celulares. Adicionalmente,
estudou-se a plasticidade das células musculares lisas e das células-tronco mesenquimais

derivadas da camada adiposa do sistema urinario.

A populagéao disponivel para o estudo continha individuos submetidos a nefrectomia no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Utilizou-se a técnica de amostragem por conveniéncia.
Adotou-se como critério de sele¢ao a possibilidade de coletar um segmento de ureter do rim
excisado. Para serem elegiveis, 0s ureteres nao deveriam apresentar processos patologicos,
a excegao de obstrucdo benigna. Além disso, ndo poderia haver infec¢ao urinaria ativa no
momento da cirurgia, neoplasia maligna metastatica e histérico de tratamento com

imunossupressores (exceto corticosteroides), quimioterapia ou radioterapia abdominal.

De acordo com as diretrizes internacionais de boa pratica, o estudo foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os
participantes receberam a garantia de sigilo em relagéo as informagdes pessoais obtidas e o

uso do material coletado foi absolutamente restrito para o fim de pesquisa cientifica.



9.2. CULTURA CELULAR

Isolamento dos tipos celulares

Os segmentos de ureter coletados haviam um comprimento médio entre 2 cm e 4 cm.
No bloco cirurgico, eles foram dissecados de maneira asséptica para a remogao de areas
danificadas durante a nefrectomia. A seguir, os espécimes foram colocados em meio de
transporte - DMEM suplementado com antibiético 1% (penicilina G + kanamicina) (v:v) e
anfotericina B 0,25% (v:v) - e conservados a 5°C. O seu processamento ocorreu entre 2 h e

48 h apds a coleta.

No laboratorio, eles foram submetidos a um pré-tratamento com uma mistura de
tampao de Hank e colagenase tipo | (0,8 mg/mL) por 12 horas a 5°C. Em seguida, procedeu-
se a uma minuciosa dissec¢ao a fim de separar completamente a camada adventicia da
muscular propria. Logo apods, pequenas fatias de tecido muscular foram cuidadosamente
extraidas da mucosa ureteral e esta foi imersa em uma solu¢ao removedora de epitélio- EDTA

0,2% (m:v) - por 4 h a 5°C.

A adventicia e tecido adiposo periureteral foram a fonte das células-tronco
mesenquimais utilizadas neste estudo. Esses tecidos foram cortados em pequenos pedagos
e submetidos a digestdo enzimatica em uma mistura de tampéao de Hank e colagenase tipo |
(1 mg/mL) por 30 minutos a 37°C. ApGs esse periodo, a dispersao foi centrifugada e o
precipitado resultante foi suspenso em meio de cultura DMEM (/ow glucose) suplementado
com soro fetal bovino 10% e antibiético 1% (v:v). No final, procedeu-se a semeadura em

garrafas de cultivo celular.

O procedimento para o isolamento das células musculares lisas consistiu na colocagao
das fatias de tecido muscular em uma mistura de tampéao de Hank com colagenases tipo | (1,5

mg/mL) e tipo IV (0,2 mg/mL). Essa mistura permaneceu em regime de agitacédo por 2 h a



37°C. ApOs esta etapa, a dispersao foi centrifugada e o precipitado de células foi suspenso
em meio de cultura F12 suplementado com soro fetal bovino 5% (v:v) e antibiético 1% (v:v).

Procedeu-se a semeadura em garrafas proprias para o cultivo celular.

O isolamento do urotélio se baseou em seu descolamento mecéanico do estroma
associado a desagregacéao dos aglomerados epiteliais em uma mistura de Tampao de Hank
e colagenase tipo IV (0,6 mg/mL) por 20 minutos a 37°C. O precipitado celular resultante do
processo de centrifugacao foi, entdo, suspenso em meio de cultura para queratinécitos
suplementado com fator de crescimento epitelial, extrato de pituitaria bovina e antibiotico 1%

(v:v) e semeado em garrafas de cultivo.

Desenvolvimento das culturas

O cultivo de todos os tipos celulares ocorreu em estufa com atmosfera controlada: CO2
5%, temperatura 37°C e umidade relativa 95%. Determinou-se a frequéncia de troca dos
respectivos meios de cultura em intervalos de dois dias. A cada troca, as células eram
examinadas via microscopio Optico para avaliar o grau de expansao das culturas e a
possibilidade de contaminacao por micro-organismos. Estabeleciam-se subculturas quando a
cultura precedente atingia uma confluéncia superior a 70%. No processo de passagem,
utilizava-se o método de tripsina e EDTA para o descolamento das células. Durante a divisao

das subculturas, metade da populacéo era destinada a ensaios.

9.3. IMUNOCITOQUIMICA

Amostras das populagdes dos tipos celulares estudados foram cultivadas sobre
laminulas com area de 1,76 cm?, com o intuito de pesquisar os fenétipos de diferenciagao,

padroes de proliferacdo e morte celular. Estabeleceu-se que a amostragem seria seriada.



Para as células uroteliais e musculares lisas, ela ocorreu apds o isolamento - como
representante de PO - e durante a divisdo das subculturas, de P1 a P3. As células-tronco
mesenquimais foram avaliadas apenas em P3. A densidade adotada para semeadura foi de,
aproximadamente, 9,1.10% células.cm?. As condicoes de cultivo de cada amostra foram

idénticas as da respectiva populagéao alvo.

O procedimento de preparacédo das laminas citologicas se baseou em um protocolo
que incluia a fixacdo das células com formaldeido 4% (v:v) tamponado, seguido de
permeabilizagao com Triton X 0,4% (v:v) e bloqueio com uma mistura de albumina 1% (m:v)
e leite em pod desnatado 2% (m:v). A seguir, procedeu-se a incubagdo com anticorpos

primarios. Em todas as etapas, utilizou-se tampao fosfato 4% (m:v) como solvente.

O fendtipo das células uroteliais foi investigado com os anticorpos monoclonais
antiqueratina 5 (K5), 7 (K7) e 20 (K20). Por outro lado, a analise das células-tronco
mesenquimais e musculares lisas consistiu na sua marcagdo com anticorpos primarios
monoclonais antivimentina, antialfa-actina do musculo liso (a-actina)™ e anticadeia pesada da

miosina do musculo liso (miosina-HC)1T.

Com excecgao a analise da vimentina, cujo anticorpo primario ja possuia o fluoréforo
Alexa Fluor® 594 incorporado, optou-se pela fluorescéncia indireta como método de detecgao.
Os anticorpos secundarios eram ligados aos fluoréforos Alexa Fluor® 488 ou 660. Utilizou-se
o corante de DNA Hoechst 33342® como marcador de nucleo celular. Padronizou-se a diluicdo

dos anticorpos em 1:300 (v:v), exceto para vimentina, cuja dilui¢do foi 1:200 (v:v).

As fotomicrografias foram obtidas nos microscépios confocais Olympus® FV1000 e
Leica® SP5. Utilizou-se o modo sequencial de excitagao e ajustou-se o espectro de detecgao
para que o sinal registrado fosse exclusivo a cada fluoréforo. A padronizagao dos anticorpos
ocorreu em cortes histologicos de ureter normal, considerados como controles positivos.

Adotou-se como controle negativo a citologia ndo incubada com anticorpos primarios. A

™ Smooth muscle a-actin
™ Smooth muscle myosin heavy chain



descricdo completa das especificagbes dos anticorpos encontra-se listada na tabela

suplementar S1.

9.4. CITOMETRIA DE FLUXO

O estudo das culturas via citdmetro de fluxo houve o objetivo de investigar os seus
perfis populacionais de diferenciacao e proliferacao /n vitro. O método de preparacao das
amostras consistiu na sua fixagao com paraformaldeido 4% (v:v), sucedido por uma etapa de
permeabilizacdo e bloqueio com uma mistura de Triton X 0,2% (v:v) e albumina 2% (m:v).

Durante todo o processo, as células permaneceram dispersas em tampao fosfato 4% (m:v).

O fendtipo das células uroteliais foi testado com os anticorpos primarios monoclonais
K5, K7 e K20 e das células musculares lisas com antia-actina, antimiosina-HC e antivimentina.
Determinou-se que a diluigdo dos anticorpos seria de 1:80 (v:v). O tempo minimo de incubagao
foi de 1 hora a 5°C. O anticorpo secundario escolhido estava ligado ao fluoréforo Alexa Fluor®
488. Nos casos onde houve segunda marcacao, utilizou-se o fluoréforo Alexa Fluor® 647 ou
660. Amostras incubadas apenas com os anticorpos secundarios serviram como controles

negativos.

As células foram examinadas no citdmetro de fluxo FACS Aria 1I® (BD Biosciences).
Os lasers de excitagao haviam os comprimentos de onda 488 nm e 633 nm. Os fotodetectores
selecionados cobriam os intervalos de 53330 nm e 660120 nm. Procedimentos de
compensagao nao foram necessarios, ja que os espectros das combinagdes de fluoroforos
ndo apresentam sobreposicdo. Estabeleceu-se a contagem minima de 1.10* eventos como
representativa da populacdo epitelial e 5.10° eventos da muscular lisa. Utilizaram-se os
softwares FACS Diva® (BD Biosciences) e FlowJo® X (Tree Star, Inc.) para analisar os

resultados.



Perfil imunofenotipico

Procedeu-se a caracterizagcdao imunofenotipica das subculturas de células-tronco
mesenquimais € musculares lisas derivadas dos mesmos ureteres na passagem 3. As
amostras foram mantidas em uma mistura de tampéao fosfato 4% (m:v) com albumina 1% (m:v)
e incubadas com uma combinacao de anticorpos monoclonais ligados a fluoréforos por 1 hora.
Aliquotas incubadas com anticorpos isotipicos serviram como controles negativos. Células
mortas, as quais apresentavam positividade para 7-aminoactinomicina D, foram excluidas da

analise.

A coleta de dados ocorreu no citdbmetro de fluxo FACS Aria III® (BD Biosciences). Os
fotodetectores compreendiam os intervalos de 53330 nm, 58542 nm e 66020 nm.
Utilizaram-se procedimentos de compensacao para excluir as regides de sobreposicao
espectral entre fluoréforos. Adotou-se a contagem de 1.10* eventos como representativa da

populacédo.

9.5. ENSAIO DE PROLIFERAGAO CELULAR

A capacidade de proliferagcéo das culturas foi mensurada pelo teste de sintese ativa de
DNA com 5-etinil 2’-desoxiuridina (EdU) (Thermo Scientific). Este nucleosideo é incorporado
ao DNA como um analogo da desoxitimidina durante a fase S do ciclo celular. A marcacao se
baseia na reac¢do quimica entre o nucleosideo e um fluoréforo, o qual torna fluorescente o

nucleo das células em processo de diviséao.



As amostras das culturas foram expostas a concentragcao de 10 ug/mL de desoxiuridina
pelo periodo de 8 horas. A avaliagao pés-isolamento ocorreu em 24 horas para o urotélio e
para o musculo liso. Entre P1 e P3, ela acontecia quando as subculturas atingiam 50% a 60%

de confluéncia. O estudo das células-tronco ocorreu em P3, com a mesma metodologia.

O protocolo da reacdo de detecgdo seguiu as instrugdes do fabricante’ e o fluoréforo
escolhido foi Alexa Fluor® 647. Essencialmente, a ligagédo do fluoréforo ocorre no grupamento
etinil e a reacao é catalisada por CuSOs. O teste das células uroteliais envolveu a marcagao
conjunta para K5, K7 ou K20. No musculo liso e células-tronco mesenquimais, ele foi
associado a a-actina, miosina-HC ou vimentina. O anticorpo secundario era ligado a molécula

de Alexa Fluor® 488. Os dados foram coletados via citometria de fluxo e imunocitoquimica.

9.6. ENSAIO DE MORTE CELULAR

A ocorréncia de morte celular programada em determinados fenétipos foi avaliada com
o ensaio da desoxinucleotidil transferase terminal (TUNEL) (Thermo Scientific). Essa enzima
incorpora nucleotideos trifosfato de 2’-desoxiuridina modificados a sitios 3’ terminais do DNA
nuclear fragmentado, presentes no processo de apoptose. Por meio de uma reagao quimica
especifica, promove-se a ligagao de um fluoréforo a desoxiuridina modificada, o qual permite

a identificagao do evento.

Amostras das culturas do urotélio e musculo liso, mantidas nas mesmas condi¢des das
respectivas populagdes alvo, foram analisadas por imunocitoquimica no quarto dia apos a
semeadura. O protocolo da reacdo de deteccdo seguiu as instrugoes do fabricante'®® e o
fluoréforo escolhido foi Alexa Fluor® 488. Realizou-se a marcagao conjunta com K5 e K20 no
exame das células epiteliais e miosina-HC na avaliagdo das células musculares lisas. Os

anticorpos secundarios eram ligados a molécula Alexa Fluor® 660.



9.7. RT-gPCR

A quantificacdo da expressao do gene humano da queratina 5 (KR75) ocorreu via
reagdo em cadeia da polimerase em tempo real por transcricdo reversa (RT-gPCR).
Imediatamente ap6s a remogdo do meio de cultivo, instilou-se 1 mL do reagente TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific) para extrair o RNA de culturas uroteliais situadas em pogos com
superficie de, aproximadamente, 8 cm?. A separacao da fase contendo o RNA ocorreu pela

adicao de 0,2 mL de cloroférmio a mistura, sucedida por centrifugacdo a 4°C.

Os procedimentos de isolamento seguiram um protocolo ja publicado'?8. Em resumo,
o RNA foi precipitado em isopropanol, lavado em etanol 75% gelado, purificado pelo processo
lllustra® RNA isolation kit (GE Healthcare Life Sciences)'?’, redissolvido em agua livre de
RNase e estocado a -80°C. O RNA total resultante foi quantificado com um espectrofotdmetro
NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific) e a sua pureza verificada pela razdo de absorbancias
260 nm e 280 nm. Consideraram-se aceitaveis as amostras cujas razées Azeo/A2so foram

superiores a 1,8.

Procedeu-se a sintese de cDNA via transcri¢ao reversa de 0,5 ng de RNA total. A cada
amostra foram adicionados dNTPmix 1 uL e OligodT 1 uL (SuperScript First Strand®, Thermo
Fisher Scientific) e seguiu-se o processo de desnaturacdo a 65°C. Apds esta etapa,
acrescentaram-se a mistura tampéao da reacao 2 uL, MgClz (25mM) 4 uL, DTT (0,1M) 2 L,
inibidor da RNase 1 uL e transcriptase reversa SuperScript lll 1 uL (Thermo Fisher Scientific).
A reacgao ocorreu por 50 min a 50°C. A seguir, ela foi inativada a 70°C e o RNA nao transcrito

foi destruido pela adicdo de RNase H (SuperScript First Strand®, Thermo Fisher Scientific).

Armazenou-se o cDNA de cada amostra a -20°C.

O par de primers (sense e antisense) foi desenhado com o auxilio do software Primer-

BLAST®'2¢ a partir do gene AR75 humano. A descricdo das suas caracteristicas e



especificidade esta na figura suplementar S1. Utilizou-se o equipamento StepOne® plus (BD
Biosciences) para processar a reagdo em cadeia da polimerase e o software StepOne®
Software (v2.2.2) para a analise dos dados. Determinou-se que a regressao linear padréo

seria gerada do poo/de amostras diluido em série pelo denominador 5", sendo 0 < n < 3.

A mistura de cada reagdo continha H.O ultra pura 3,85 uL, SybrGreen® 6,25 uL
(Thermo Fisher Scientific), Rox® (carboxil-rodamina) 1 uL, 0,2 uL de cada primer (sense e
antisense) e 1 uL de cDNA diluido 1:5 (v:v). Adotou-se o gene da B2-microglobulina como
normalizador. Ajustou-se a temperatura de annealingem 60°C para ambos os genes. Definiu-
se 0 numero total de ciclos em 40 e o ciclo limiar (C) no terceiro desvio-padréo acima da linha
de base das curvas de amplificagdo. A amplitude da curva de dissociagao (melting) variou de
56°C a 96°C e ajustou-se o padrao de incremento da temperaturaem 0,5°C a cada 10 s. Todas

as amostras foram amplificadas em duplicata.

9.8. ENSAIO DE DIFERENCIAGAO MESODERMICA

Investigou-se a plasticidade das células-tronco e musculares lisas originadas dos
mesmos ureteres pelo ensaio de diferenciacao em linhagens mesenquimais /in vitro. Amostras
de ambos os tipos celulares foram expandidas em pocos individuais até atingirem,
aproximadamente, 70% de confluéncia e, entdo, cultivadas com meios indutores de

diferenciagcao adipogénica, osteogénica e condrogénica.

A formula do meio de diferenciagdo adipogénica consistiu em a-MEM suplementado
com soro fetal bovino 10% (v:v), dexametasona 1 mM, insulina 10 pg/mL, isobutilmetilxantina
0,5 mM e indometacina 5 uM. O meio de diferenciagdo osteogénica continha o-MEM

suplementado com soro fetal bovino 10% (v:v), dexametasona 0,1 mM, pB-glicerofosfato 10 mM



e acido ascérbico 200 mM. Para a diferenciacdo condrogénica, utilizou-se a-MEM acrescido
de soro fetal bovino 10% (v:v), TGF-f 10 ng/mL e acido ascorbico 200 mM. O periodo de

indugdo variou entre 3 e 5 semanas.

Apos a etapa de indugéo, as culturas foram fixadas com paraformaldeido 4% (m:v) e
cada diferenciacdo foi avaliada com coloragdes especiais. Verificou-se a formagédo de
adipécitos com Oil Red O, matriz 6ssea com Alizarin Red e matriz cartilaginosa com Alcian
Blue. Células mantidas em a-MEM suplementado com soro fetal bovino 10% (v:v) serviram

como controles negativos.

9.9. ANALISE DE DADOS E DESFECHOS

Com o objetivo de determinar se o processo de expansao /in vitro esta associado com
alteracdes na diferenciacao celular, considerou-se como desfecho principal a mudancga no
perfil populacional das culturas ao longo das passagens. O critério usado para a separagao
das subpopulagdes foi a expressao de diferentes tipos de queratina, entre as células uroteliais,
e a-actina e miosina-HC, entre as musculares lisas. Estabeleceu-se que as caracteristicas
pré-exposicao seriam representadas pela proporgéo de cada subpopulagdo observada em

cortes histolégicos de ureteres normais que originaram trés das culturas.

Os dados foram coletados via citometria de fluxo e imunocitoquimica. No exame pos-
isolamento (PO) do urotélio, a verificagao foi imunocitoquimica para os trés fenoétipos e via
citometria de fluxo para K5 e K7. No caso do musculo liso, ela foi unicamente
imunocitoquimica. A amostragem citoldgica consistiu na aquisicdo de uma imagem em cada
quadrante da laminula. Consideram-se como representativos os dados obtidos por citometria

de fluxo, permanecendo a imunocitoquimica como teste ratificador.



Explorou-se a variabilidade temporal da populagcdo que expressava K5 com uma
analise de subgrupo. Dividiram-se células uroteliais recém-isoladas em trés pogos de cultura
para a obtencao de dados seriados referentes a expressao do gene KR75no primeiro, quarto
e sétimo dia de cultivo. As células alocadas nessa analise ndo geraram subculturas, portanto,
a sua avaliacao ocorreu apenas em P0. Estimou-se quantidade de genes transcritos em cada
amostra pela equacgao da sua regresséo linear padrao. O valor normalizado do gene KR75foi
calculado pela divisao da sua quantidade estimada pela correspondente ao gene p2-

microglobulina (B2M).

Os ensaios de proliferacdo e morte celulares foram avaliados como desfechos
secundarios. No caso da proliferagdo, a obten¢ao dos dados foi idéntica a adotada no estudo
de diferenciacao e os resultados foram descritos como a proporgao entre o numero de células
a proliferar e o total de células examinadas. A amostragem do ensaio de TUNEL consistiu na
aquisicdo de uma imagem em cada quadrante acrescida de outra no centro da laminula. Os
resultados representam a propor¢cao entre o numero de eventos e o total de células
observadas. No caso especifico do musculo liso, estimou-se as implicagdes de uma possivel
contaminacgao por células de tecidos periureterais sobre os resultados pela comparacéo do

perfil imunofenotipico e potencial de diferenciacdo mesodérmica de ambas as culturas.

Andlise estatistica

O numero de ureteres coletados durante o periodo do estudo determinou o tamanho
da amostra. Os dados das culturas que sofreram perda de seguimento foram considerados
validos até o momento da interrupgao e censurados apds. Realizou-se um estudo piloto, o
qual envolveu 3 culturas de cada tipo celular, com o objetivo de padronizar os ensaios e testar
a integracao das células com matrizes temporarias. Esses dados n&o entraram na analise

final.



A utilizacdo de diferentes métodos de afericio e o numero de observacbes
desemparelhado ao longo da série temporal originaram dados com distribuicdo ndo-normal e
heterocedasticidade. Assim, optou-se pelo uso de um modelo linear misto para analisar as
mudancgas no perfil de diferenciacao celular ao longo das passagens. Nele, estabeleceu-se
que os fatores passagem e fenoétipo corresponderiam a efeitos fixos - variaveis independentes
- e que a variabilidade interculturas seria um efeito aleatdrio - sem relagdo com a exposi¢ao.
Além do efeito individual de cada variavel independente, a suscetibilidade da mudanga do

perfil populacional a interagao entre elas também foi verificada.

Os resultados dos ensaios de proliferagdo e expressdao do gene KRT5 foram
apresentados como média aritmética simples e desvio padrao (DP). Aqueles referentes a
imunofenotipagem e ensaio de diferenciacao foram descritivos. No ensaio de morte celular,
utilizou-se o teste y*> ou o teste exato de Fisher para a comparagao entre a proporgao de

eventos ocorridos em cada fenétipo. Adotou-se o nivel de significancia estatistica de ~<0,05.

10. RESULTADOS

10.1. CARACTERISTICAS DAS CULTURAS

Entre setembro de 2013 e julho de 2015, procedeu-se a coleta de 15 segmentos
ureterais que preenchiam os critérios de selecao do estudo. As caracteristicas dos pacientes
estao impressas na tabela 1. Aproximadamente 25% dos espécimes apresentavam sinais de
uropatia obstrutiva. Nesses casos, observou-se um maior rendimento no numero de células

isoladas quando comparado aquele de ureteres sem dilatacao.



Tabela 1. Caracteristicas dos individuos doadores de tecidos urinarios

Sexo (%)

Masculino 6 (40%)

Feminino 9 (60%)

Média Min-Max

Idade (anos) 48 (15-689)
Diagnéstico (%)

Transplante renal 9 (60%)

Exclusao renal 5 (33%)

Carcinoma de céls renais 1 (7%)
Condigéo do ureter (%)

Obstrugéo 4 (27%)

Ocorreram trés perdas entre as culturas de urotélio e cinco entre as musculares lisas,
a maior parte devido a contaminagao por micro-organismos. Como as perdas foram precoces,
ndo houve coleta de dados e elas foram excluidas da analise. Assim, efetivamente, os
resultados descritos representam as observagdoes de 7 culturas de musculo liso e 9 de células
uroteliais. Houve quatro tentativas de isolamento de células-tronco derivadas de tecidos
periureterais, das quais resultaram trés culturas bem-sucedidas e uma excluida por falha na
adesdo. Os fluxogramas com as informagdes sobre o0s estagios do estudo encontram-se

impressos nas figuras 1 e 2.

Cinco culturas uroteliais € uma de musculo liso foram estudadas apenas em PO. Elas
se originaram de um paciente com diagnostico de carcinoma de células renais - ambos os
tipos celulares -, 2 pacientes com exclusao renal e 2 espécimes coletados de transplantes
renais. O intervalo de tempo requerido para o estabelecimento das primeiras subculturas (P1)
variou entre 6 e 7 dias, para as células uroteliais, e entre 16 e 21 dias para o musculo liso. A
partir da primeira passagem, a progressao para novas subculturas ocorria a cada 7 dias.
Assim, os periodos médios de seguimento foram de 4 e 6 semanas, respectivamente, para as

células epiteliais e musculares lisas.
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Figura 1. Fluxograma da pesquisa com as culturas uroteliais.
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Figura 2. Fluxograma da pesquisa com as culturas musculares lisas.




10.2. EXPANSAO DO UROTELIO

A partir do exame imunohistoquimico de ureteres normais, estimou-se a distribuicao
populacional dos fenétipos uroteliais. A aferigdo da K7 mostrou que, embora a amplitude de
sua expressao possa variar entre os estratos, ela esta presente em todas as células do
urotélio. Do mesmo modo, o estudo da expressdo de K5 e K20 revelou que as suas
respectivas subpopulagdes correspondiam, em média, a 34,6% (DP 13,3) e 6,3% (DP 0,8) das

células desse epitélio (Fig.6).

Durante o periodo de cultivo /in vitro, observou-se uma acentuada mudanga nessa
distribuicao (Fig.3). As medidas 24 horas apo6s o isolamento, que representam PO, mostraram
que 68,3% (DP 2,0) das células aderidas expressavam K7, 65,2% (DP 1,3) K5 e 2,1% (DP
0,4) K20. Ao atingirem P1, 99% (DP 0,4) marcavam para K7, 4,8% (DP 2,8) K5 e 0,9% (DP
0,5) K20. Esse facto produziu uma reducado de 93% na populagdo K5 e 67% na K20. O
desaparecimento dos fenétipos K5 e K20 apds a segunda passagem produziu culturas que
expressavam apenas K7. Apds o ajuste do efeito aleatério, identificou-se uma interagéo
significativa entre os diferentes fenétipos e o fator passagem de cultura (F=734,4, gl 8;30,

P<0,001) (Fig.7 a 9).
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Figura 3. Perfil populacional das células uroteliais. Propor¢cdo média de cada fenoétipo durante o
periodo de seguimento.



Expressao do gene KR75

Conforme planejado, todas as trés culturas uroteliais geraram dados para a analise de
subgrupo. Com base nas suas respectivas regressoes lineares padrao, estimou-se a eficiéncia
das reacdes de amplificagdo do gene KRT75entre 91% e 95%. Para o gene 32-microglobulina
ela variou entre 100% e 107%. Apds o procedimento de normalizagao, as expressdes médias
do mRNA KRT75no primeiro e sétimo dia apos a semeadura foram de, respectivamente, 0,869
(DP 0,158) e 0,308 (DP 0,234). Calculou-se uma reducao média de 64% na sua expressao

durante o periodo de seguimento (Fig.4).
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Figura 4. Expressdo média normalizada do gene KR75.

Proliferagdo do urotélio

Excetuando-se as medidas 24 horas pds-isolamento, cujas taxas foram de 2% (DP
1,1), observou-se que a expansao das células que expressam K7 variou entre 48% e 65% de
P1a P3. A subpopulacao K5 apresentou taxas de proliferacéo de 2,9% (DP 1,4) em PO e 52%
(DP 6,2) em P1, com um declinio gradual nas passagens subsequentes (Fig.5). Houve
evidéncia de alguma proliferacao das células K20 no teste por citometria, especialmente em
P1. No entanto, assumiu-se que a taxa foi insignificante por ndo haver confirmacao citoldgica

(Fig.9).
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Figura 5. Taxa de proliferagao dos diferentes fenétipos uroteliais /n vitro. Média dos resultados a cada
aferigao.

Morte celular

Utilizou-se o ensaio de TUNEL para investigar o desaparecimento dos fenétipos K5 e
K20. No quarto dia apos a semeadura, observou-se que a propor¢ao de mortes nas células
K5 foi 7,4% (9/122) contra 3,5% (11/316) naquelas que ndo a expressavam (Fig.10). A
diferenga de proporcdes ndo atingiu significancia estatistica x2 (gl 1, £=0,080). Por sua vez,
computou-se uma taxa de mortes de 20% (1/5) entre as células K20 e 4,2% (9/215) entre
aquelas que nao a expressavam (Fig.11). A analise pelo teste exato de Fisher ndo demonstrou

uma diferenca estatisticamente significativa (gl 1, A=0,209).



Figura 6. Expressdo de queratinas no urotélio ureteral. (K7) Queratina 7 (rubro). (K5) Queratina 5
(verde). (K20) Queratina 20 (verde). Nucleos marcados com Hoechst 33342% (azul). Escala 50 pum.
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Figura 7. Seguimento da populacdo K7 /n vitro. (Acima) Quantificacdo das fragbes quiescente e
proliferativa de PO a P3 via citometria de fluxo. (Abaixo) Avaliagdo da morfologia celular por
imunocitoquimica: queratina 7 (verde) e captacdo de EdU pelas células em processo proliferativo

(rubro). Escala 50 um.
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Figura 8. Seguimento da subpopulagdo K5 /n vitro. (Acima) Quantificacdo das fragdes quiescente e
proliferativa de PO a P3 via citometria de fluxo. (Abaixo) Avaliagdo da morfologia celular por
imunocitoquimica: queratina 5 (verde) e captacao de EdU (rubro). Escala 50 um.
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Figura 9. Seguimento da subpopulagdo K20 in vitro. (Acima) Quantificagdo das fragdes quiescente e
proliferativa de PO a P3 via citometria de fluxo. (Abaixo) Avaliagdo da morfologia celular por
imunocitoquimica: queratina 20 (verde) e captacao de EdU (rubro). Escala 50 um.



Figura 10. Ensaio de TUNEL na subpopulagdo K5. (A) Nicleos marcados com Hoechst 33342 (azul).
(B) Nucleos que exibiam fragmentagdo do DNA (verde). (C) Soma de imagens associada a
imunomarcacgao para K5 (rubro) no quarto dia pés-isolamento. Escala 50 pum.

Figura 11. Ensaio de TUNEL na subpopulagao K20. (A) Nucleos marcados com Hoechst 33342° (azul).
(B) Nucleos que exibiam fragmentagdo do DNA (verde). (C) Soma de imagens associada a
imunomarcacgao para K20 (rubro) no quarto dia pés-isolamento. Escala 50 um.

10.3. EXPANSAO DO MUSCULO LISO

A estimativa da distribuicdo dos marcadores de musculo liso em cortes histolégicos de
ureteres normais revelou que virtualmente todas das células musculares expressavam o-
actina e miosina-HC de maneira conjunta (Fig.14). Por outro lado, ndo se identificou uma
marcagao significativa por vimentina nessa populagdo. As observagoes feitas em PO
mostraram que 78% (DP 10,4) das células aderidas expressavam miosina-HC e 83,5% (DP
12,0) a-actina. Ao mesmo tempo, computou-se que 20,6% (DP 8,9) das células analisadas

nao possuiam marcadores de musculo liso (Fig.15).



A medida que subculturas foram geradas, observou-se uma paridade na expresséao de
miosina-HC e a-actina até P1. Entre P1 e P3, a fragdo de células que expressavam a-actina
variou entre 92% e 94%. Por outro lado, evidenciou-se um declinio de 56% na proporc¢ao das
células com marcacgao para miosina-HC (Fig.12). Nesse mesmo intervalo, contabilizou-se uma
subpopulagao que nao apresentava marcadores de musculo liso, cuja propor¢ao representava
até 10% das células amostradas (Fig.15). O modelo de analise estatistica demonstrou a
existéncia de uma interacdo significativa entre os fenétipos e as passagens de cultura
(F=16,25, gl 4;8, P=0,001). Ap6s P1, também observou-se o aparecimento de vimentina nas

células que expressavam a-actina (Fig.17).
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Figura 12. Perfil populacional do misculo liso. Propor¢do média de cada fenétipo durante o periodo
de seguimento.

Proliferagdo do musculo liso

Excluindo-se as medidas pos-isolamento, nas quais ndo se evidenciou proliferagao
significativa, observou-se incrementos da ordem de 120% a 150% na taxa de proliferacao das
células musculares entre P1 e P3. Houve um crescimento na proporcao de células a proliferar
de 16% (DP 1,4) para 40% (DP 7,0), entre as células que expressavam a-actina, e de 16%

(DP 2,8) para 35,5% (DP 6,4), entre a populagao miosina-HC (Fig.13). Nesse mesmo intervalo,



estimou-se uma taxa de proliferacédo entre 1% e 5% para as células que nao expressavam

marcadores de musculo liso (Fig.15 e 16).
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Figura 13. Taxas de proliferagao entre os fenotipos do musculo liso. Média dos resultados a cada
aferi¢do.

Morte celular

Os dados do teste de TUNEL revelaram uma mortalidade de 0% (0/22) nas células
miosina-HC e 33,3% (2/6) naquelas que nao expressavam esse marcador. A analise pelo teste

exato de Fisher demonstrou que a diferenca na proporgéo de mortes entre as populagoes foi

significativa (gl 1, A=0,04) (Fig.18).



Figura 14. Expresséo dos marcadores de musculo liso no ureter. (ACT) a-actina (verde). (MIO) Miosina-
HC (rubro). (SOMA) Soma de imagens. Nucleos marcados com Hoechst 33342® (azul). Escala 50 um.

5
10° = 774
4
—~ 10 3 —
= 3
2 2
< -4
3 3
8. 8
£ 101 2
A 2,24
] @
£ £
£ £
g 103 <
© 3 @
el
10
"
10 3
0 1747 ’ 017 o 18317 027
0 LR
oy e by oy e by
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

P1 EdU (Alexa647) P3 EdU (Alexa647)

Figura 15. Seguimento da populacdo muscular lisa que expressava o-actina /in vitro. (Acima)
Quantificagdo das fragdes quiescente e proliferativa de PO a P3 via citometria de fluxo. (Abaixo)
Avaliagao da morfologia celular por imunocitoquimica: a-actina (verde) e captagdo de EdU (rubro).
Escala 50 um.
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Figura 16. Seguimento da popula¢cdo muscular lisa que expressava miosina-HC /n vifro. (Acima)
Quantificacdo das fragées quiescente e proliferativa de PO a P3 via citometria de fluxo. (Abaixo)
Avaliagao da morfologia celular por imunocitoquimica: a-actina (verde) e captacdo de EdU (rubro).
Escala 50 um.

Figura 17. Expressao de vimentina no musculo liso em P1. (VIM) Vimentina (magenta). (ACT) a-actina
(verde). (SOMA) Soma de imagens. Escala 50 um.

Figura 18. Ensaio de TUNEL em culturas musculares lisas. (A) Nucleos marcados com Hoechst 333429
(azul). (B) Nucleos que exibiam fragmentagdo do DNA (verde). (C) Soma de imagens associada a
imunomarcacgao para miopsina-HC (rubro) no quarto dia pds-isolamento. Escala 50 um




10.4. COMPARAGAO ENTRE MSC E MUSCULO LISO

Considerando-se o0s anticorpos testados, a caracterizagdo das células-tronco
derivadas do tecido adiposo periureteral mostrou uma populagdo homogénea, a qual
expressava marcadores comuns as ceélulas-tronco mesenquimais (MSCs): CD44, CD73,
CD90 e CD105. A negatividade para CD14, CD34, CD45 e HLA-DR sugere que essas células
nao possuiam origem hematopoética e tampouco eram progenitoras endoteliais. Além disso,
auséncia de expressao de CD146 indica que elas eram distintas das células perivasculares
MSC-/ike (pericitos) (Tabela 2). A marcagdo com vimentina e a auséncia de marcadores de
musculo liso, confirmou o seu estado indiferenciado (Fig.20). Com base no ensaio da

desoxiuridina, estimou-se a sua taxa de proliferacdo média em 31,6% (DP 8,0) (Fig.20).

Por sua vez, o perfil imunofenotipico das células musculares lisas revelou uma
consideravel homologia com as células-tronco derivadas da gordura, excetuando-se a
positividade aos marcadores de musculo liso e a expressao de CD90 (Tabela 2). Ao analisar
este marcador, observou-se uma distribuicdo populacional bimodal, na qual a parcela
negativa correspondia, em média, a 30% do total de células (Fig.19 e 21). Além disso, a
auséncia de expressdo de CD271 indica que nao havia relacdo das células musculares
avaliadas com células da medula 6ssea e reduz a possibilidade de serem derivadas da crista
neural. A demonstragao do painel imunofenotipico encontra-se nas figuras suplementares

S5 e S6.

O ensaio de diferenciacdao das células-tronco derivadas do tecido adiposo em
linhagens mesodérmicas comprovou que todas as culturas testadas foram capazes de se
diferenciar em adipdcitos e osteoblastos. No entanto, apenas uma mostrou sinais de
diferenciagdo em condrécitos. Quando as células musculares lisas foram cultivadas com
meios indutores, observou-se uma uniformidade nas diferenciacdes osteogénica e
condrogénica. Embora sem exuberancia, duas culturas de musculo liso exibiram

evidéncias de diferenciagdo em adipécitos (Fig.22 e 23).



Tabela 2. Comparac¢éo entre os perfis imunofenotipicos do musculo liso e MSCs

Mdsculo liso MSC

CD14 ausente ausente
CD34 ausente ausente
CD44 presente presente
CD45 ausente ausente
CD73 presente presente
CD90 bimodal presente
CD105 presente presente
CD146 ausente ausente
CD271 ausente nt

HLA-DR ausente ausente
a-Actina presente ausente

MSC (células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo periureteral), nt (ndo testado).

Musculo Liso MSC
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Figura 19. Citometria de fluxo das células musculares lisas e MSCs. Andlise com anticorpos contra
a-actina e CD90.
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Figura 20. Caracteristicas das células-tronco derivadas de tecidos periureterais. (A) Fragoes quiescente
e proliferativa aferidas por citometria de fluxo. (ACT) Imunomarcagédo com a-actina. (VIM) Vimentina
(laranja). Escala 50 pum.
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Figura 21. Expressao de CD90 nas células musculares lisas. (A) Avaliacado por citometria de fluxo com
anticorpos contra CD90 e a-actina. (CD90) Imunocitoquimica com CD90 (verde). (SOMA) Marcagoes
com CD90 e a-actina (rubro). Escala 50 um.

Figura 22. Ensaio de diferenciagdo nas MSCs. (A) Identificacdo do acumulo de lipidios em adipdcitos
pela coloragéo oil red. (B) Osteoblastos e matriz 6ssea corados com alizarin red. (C) Condrécitos e

matriz cartilaginosa corados com alcian blue. Escala 50 um.

Figura 23. Ensaio de diferenciagdo nas células musculares lisas. (A) Identificagdo do acumulo de
lipidios em adipdcitos pela coloracgéao oil red. (B) Osteoblastos e matriz 6ssea corados com alizarin red.
(C) Condrécitos e matriz cartilaginosa corados com alcian blue. Escala 50 um.



11. DISCUSSAO

Neste estudo, utilizaram-se técnicas de citometria de fluxo, imunocitoquimica e
expressao de mRNA para verificar as mudancgas provocadas pela exposicdo de células
uroteliais e musculares lisas a superficies artificiais de plastico. Mesmo reconhecendo que as
alteragdes fenotipicas sdo muito mais abrangentes que a diferenciagéo celular®'?°, restringiu-
se a investigagao a este atributo por considera-lo o mais relevante para a caracterizagdo dos
tecidos. A observacao seriada das diferentes subpopulagdes permitiu o monitoramento dos

seus padroes de proliferagao e morte celular, os quais reforcaram as conclusdes da pesquisa.

A analise dos dados demonstrou que houve uma associacao significativa entre as
mudangas observadas nos fenétipos de ambos os tipos celulares e o cultivo ao longo do
tempo. No entanto, embora a exposi¢ao tenha influenciado tanto células uroteliais, quanto
musculares lisas a alterarem seus perfis populacionais, o exame individualizado revelou
particularidades em cada coorte. Assim, para evitar o risco de generaliza¢des indevidas, torna-

se imperativo que a interpretacdo dos seus resultados ocorra de maneira independente.

11.1. UROTELIO

Assegurar a representatividade populacional é essencial para confirmar a veracidade
das conclusdes inferidas. Consequentemente, a confiabilidade dos dados obtidos durante o
seguimento das culturas uroteliais demanda a prova de que as células cultivadas
compartilhavam a mesma origem tecidual. Como a contaminagao por outros tipos celulares é
um evento comum durante o isolamento de culturas primarias, determinar a sua probabilidade

de ocorréncia deve ser a primeira questao analisada na busca pela validade do estudo.



Felizmente, as caracteristicas histologicas do urotélio, acessivel a disseccao e
completamente separado do estroma por uma lamina basal, combinadas a seletividade do
meio de cultivo utilizado, tornam o estabelecimento de culturas primarias com alto grau de
pureza uma tarefa inteiramente factivel?'23. De facto, embora a andlise via citometria de fluxo
mostrasse que até um quarto dos eventos pés-isolamento ndo correspondiam ao epitélio,
virtualmente todas as células mensuradas nas avaliagdes subsequentes expressavam ao

menos K7, um indicativo da sua origem urotelial (Fig.7).

A inspecao microscopica nos primeiros dias poés-semeadura revelou que a
subpopulagado nao-epitelial presente na primeira afericdo era formada principalmente por
debris, partes de ldmina basal e células sanguineas resultantes do processo de isolamento
(dado ndo mostrado). Ao desconsidera-la, foi possivel estimar que 90% da populacéo urotelial
que aderia ao plastico expressava K5 e K7 conjuntamente (Fig.S4). Logo, infere-se que o

processo de adesao selecionou as células pertencentes a estratos basais do tecido original.

Para estabelecer o nexo de causalidade entre a exposi¢ao a superficies plasticas e a
adesao preferencial de células uroteliais basais, faz-se necessario comprovar que tal
associagao é robusta, reprodutivel e verossimil’. Ao analisar de modo sistematico os perfis
fenotipicos de culturas uroteliais humanas ja publicados?'?32°, nota-se que os resultados deste
estudo concordam com as descrigcbes sobre a existéncia de células K5* /in vitro. Assim,
assumindo-se que os dados apresentados sao verdadeiros, o risco relativo 2,57 vezes maior
de se encontrar células K5* no plastico em relacdo ao tecido e o grande tamanho de efeito
calculado** (Cohen d=5,2) indicam uma significativa influéncia da exposi¢éo sobre a adesao

celular.

No entanto, os mesmos artigos ndo apresentam referéncias que suportem o achado
de uma populagao K5 predominante no periodo de 24 horas apos o isolamento e, tampouco,

se esse facto independe do sitio de coleta. Como consequéncia, a falta de informacgdes sobre

Mi-M T i x
d=—"—2 onde M= média aritmética simples e c=desvio-padrio.
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a reprodutibilidade dos resultados nao permitiu a verificagdo da consisténcia dessa
associagado. Da mesma forma, a determinagao da sua plausibilidade biol6gica foi prejudicada
pela escassez de estudos sobre a adesao do urotélio. Uma hipotese crivel para justifica-la
seria a acao de um diferente conjunto de receptores de membrana. Sabe-se que as células
basais expressam integrinas com subunidade B4, a qual ja foi identificada em culturas
uroteliais de longa permanéncia’'. Porém, ndo ha evidéncias de que esse atributo lhes
ofereca vantagem na adesao a substratos sintéticos. Portanto, a despeito de a seletividade

parecer real, qualquer explicagao para essa associagao ainda € conjectural.

Além da selecao pés-semeadura, o desaparecimento das células K5* e K20* ao longo
das passagens tornou evidente a forte relagéo entre o cultivo /n vitro e as modificagdes no
estado de diferenciagdo das células uroteliais. Notadamente, a observagao de que a maior
parte do declinio daquelas populag¢des ocorria até o estabelecimento da primeira subcultura
levou ao exame de duas hipéteses para explicar tal achado. Em sintese, verificou-se a
plausibilidade de uma associagao entre morte celular ou alteragao fenotipica com a mudancga

aferida no perfil populacional.

No caso das células K5, o contraste entre as taxas de proliferagao e apoptose sugere
que uma alteracdo de fendtipo foi o evento responsavel pela reducéo temporal da sua
populacdo. Apesar de o delineamento adotado nao permitir o estabelecimento da relagao
causa-efeito, as tendéncias de redugdo tanto no conteudo proteico de K5, quanto na
expressao do seu mRNA, tornam aceitavel a proposi¢ao que o silenciamento do gene KR75
esteve relacionado a expanséo celular. Com efeito, relatos prévios de alteragdes no fenétipo
epitelial provocados pelo cultivo /n vitro confirmam a verossimilhanca de uma relagao

consistente entre essas duas variaveis2®132,

Por sua vez, a raridade de espécimes gerou uma dificuldade adicional na busca por
uma explicagao para a extingao das células K20* apos a primeira subcultura. De facto, com
base nos resultados obtidos, néo € possivel descartar completamente a mudancga de fenétipo

como causa para esse fendmeno. A revisao da literatura também é ambigua, pois enquanto



o escrutinio de culturas estabelecidas nio identificou expressao significativa de K202'%7, a
analise de guasi-experimentos /n vivo mostrou que células superficiais conservam alguma
capacidade de proliferacdo em modelos de lesdo urotelial*3'33. Assim, ao examinar-se o
conjunto de dados disponivel, parece mais aceitavel supor que o seu desaparecimento esteja

ligado a uma relacao morte/proliferacao desfavoravel.

Juntamente com a alteracao fenotipica, a auséncia de estratificacao e a alta atividade
proliferativa, sobretudo das células com menor volume (Fig.7), foram os achados
predominantes durante o seguimento das culturas uroteliais. A grande capacidade
clonogénica dessa subpopulacao ja foi relacionada as células progenitoras uroteliais € 0 seu
comportamento encontra paralelo em culturas de outros epitélios estratificados®>'34. Neste
caso, observou-se que a hiperproliferagcdo € acompanhada pela tendéncia a sintese das
queratinas 6, 14 e 16, um fendmeno analogo ao descrito na hiperplasia escamosa®®. Assim,
as modificagées na expressao génica do urotélio induzidas pelo ambiente de cultivo séo

compativeis com um processo de metaplasia epitelial'2.

11.2. MUSCULO LISO

A validagao de uma associagao entre o cultivo /n vitro e as alteragoes fenotipicas
observadas deve, obrigatoriamente, passar pela exclusdo da presenca de outros tipos
celulares como um fator de confusao. De facto, ha provas que fibroblastos, miofibroblastos e
células endoteliais, tipos celulares distribuidos pelo parénquima do ureter, sdo capazes de
expressar marcadores de musculo liso em situagdes especificas®* 64135, Logo, é necessario
descartar que os dados obtidos nao reflitam, tdo somente, o crescimento populacional de

algum deles.



A suspeita de contaminacao durante o isolamento é reforcada pela inspecéo do tecido
muscular em cortes histoldgicos ureterais (Fig.14). O envolvimento de feixes musculares por
tecido conjuntivo torna extremamente dificil a completa separagdao de ambos, mesmo com o
auxilio de técnicas de microdisseccao. Além disso, também ha outros tipos entremeados na
camada muscular, como células de vasos sanguineos e intersticiais, os quais acabam sendo
isolados juntamente com a populagdo-alvo. Assim, € plausivel considerar a fragcao
populacional que nao expressava marcadores de musculo liso como uma combinagao de
varios tipos celulares. A constatacao, pelo ensaio de TUNEL, de que uma parte significativa

deles nao sobreviveu aos primeiros dias de cultura, corrobora essa proposicao.

Ao considerar a contaminagdo como um facto, cabe ao pesquisador o 6nus de provar
que a populacao-alvo péde ser discriminada das demais. Felizmente, estudos ja confirmaram
que a identificagdo das células musculares lisas € possivel mesmo na presenga de outros
tipos celulares*’.1%. Como regra, a distingdo entre células musculares e fibroblastos ocorre
pela marcagdo com a-actina de musculo liso*’. Fibroblastos ndo expressam essa proteina em
cultura, a menos que sejam transformados em miofibroblastos via suplementagcdo do meio

com fatores indutores, como TGF-f1 e algumas citocinas, ou via estimulos mecanicos®41%’.

Por sua vez, ha indicativos da existéncia de miofibroblastos em tecidos normais
especializados e em diversos processos patoldgicos, onde exercem fungdo contratil'®>. Essas
células possuem a-actina como parte do seu aparato microfilamentar, porém sao distinguidas
do musculo liso por ndo expressarem miosina-HC%*%4, Células endoteliais também podem ser
induzidas a expressar a-actina quando sao expostas a TGF-B+ /in vitro'38. Entretanto, mesmo
gue sofram mudangas no fenétipo, elas conservam muitos de seus marcadores endoteliais e

ndo expressam miosina-HC5*138,

Com base nessas premissas conclui-se que, embora nao tenha sido possivel garantir
pureza no isolamento, as células musculares lisas corresponderam entre 90% e 95% das
populagdes analisadas em P1. Além disso, nota-se que a parcela populacional restante péde

ser facilmente distinguida por ndo expressar marcadores seletivos para o musculo liso e,



tampouco, ter apresentado taxas de proliferacdo significativas. Assim, assumindo-se a
representatividade da populacdo, a dissociacdo temporal entre as expressdes de a-actina e
miosina-HC foi principal evidéncia de uma relagao entre a expanséo /n vitro e modificagdes no

fenotipo das células musculares lisas.

A relacdo entre o cultivo e a modulagcdo fenotipica do musculo liso ja foi bem
documentada em estudos prévios*’:88139.140 Com efeito, as mudangas seguem um padrdo
caracterizado pela reorganizagdo citoesqueleto, ampliagdo no numero de organelas
citoplasmaticas e aumento na capacidade de proliferacdo ao longo das passagens*’:28139 No
que se refere as alteracbes do citoesqueleto, evidencia-se reducdo no conteudo de suas
proteinas seletivas’#'-42 juntamente com incremento na sintese de componentes comuns a

outros tipos celulares, notadamente B-actina e vimentinag.

A investigacao das causas desse fendbmeno revela que ha uma forte correlagao entre
as mudancgas no fenétipo e trés atributos das culturas /n vitro. a concentragdo de soro ou
plasma sanguineos no meio, a baixa densidade celular e a auséncia de matriz extracelular*’:55,
Enquanto a influéncia dos dois ultimos esta ligada a perda de varios sinais ambientais, criticos
para a diferenciacao celular, o efeito do soro esta relacionado com a acgao direta de alguns

fatores reguladores presentes na sua composigao.

Experimentos com culturas de musculo liso mostram uma relagao consistente e dose-
dependente entre a exposicdo ao soro e as mudangas descritas anteriormente*’:136.139,
Embora haja indicios de que ele contenha varias substancias capazes de produzir tais
alteracgdes /n vitro, relativamente poucas hao a sua agéo confirmada /n vivo®. Atualmente, ha
um conjunto de evidéncias suficiente para afirmar que o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), particularmente suas formas BB e DD, fosfolipidios oxidados e algumas
citocinas inflamatérias sdo as moléculas responsaveis por silenciar varios genes marcadores

do musculo liso: incluindo a-actina, miosina-HC, SM22a. e h1-calponina™3-145,

Portanto, as alteragées no estado de diferenciagdo das culturas do musculo liso

ureteral observadas neste trabalho concordam com os resultados da literatura. No entanto,



duas ressalvas devem ser registradas. Apesar de os resultados do ensaio imunocitoquimico
sugerirem uma redugdo no conteudo celular de miosina-HC ja em P1 (Fig.16), o
desaparecimento dos marcadores de diferenciagdo costumou ser mais precoce na maioria

dos estudos que investigaram o processo de modulacao fenotipica.

A explicagdo para essa diferenga, conquanto conjectural, pode estar em
particularidades do musculo ureteral ou na menor concentracdo de soro fetal bovino
suplementada ao meio. Na maioria dos delineamentos prévios, as células musculares haviam
origem vascular e a concentragdo de soro era superior a 5%. Outro facto intrigante foi a
existéncia de células exibindo alta expressao de vimentina em relagédo a a-actina (Fig.17).
Como ja foi demonstrado que essa relagao é caracteristica de células musculares de vasos
sanguineos®, nao é possivel descartar que parte da populagdo muscular cultivada houvesse

origem vascular.

Além da diminuicdo na expressao da miosina-HC ao longo do tempo, as culturas de
musculo liso também mostraram uma significativa capacidade de transdiferenciacdo em
outras linhagens mesenquimais. Realmente, os dados indicam que a sua plasticidade foi
comparavel a das células-tronco mesenquimais isoladas da gordura periureteral. O mesmo
comportamento fora observado em estudos prévios e levou a criagao de dois modelos que
procuram explicar essa espantosa capacidade. Embora nenhum tenha sido completamente
validado por estudos de rastreamento celular /n vivo até o momento, as informagdes obtidas
nas ultimas décadas permitem que sejam reconhecidos como as melhores interpretacdes para

esse fendmeno?2 746,

O primeiro, denominado modulagéao fenotipica, declara que as células musculares lisas
podem interconverter os fendtipos contratil e sintético (ou proliferativo) via regulacéo
epigenética®55. Diferentemente dos demais tipos celulares maduros, a ativagdo dos genes
gue conferem a diferenciagdo do musculo liso pode ser modulada por agentes que modifiquem
a afinidade da ligagéo entre o fator transcricional SRF e elementos CArG encontrados nas

suas regides promotoras ou intrénicas® 147,



Embora mais de um agente possa interferir nessa ligacédo, estudos de repressao
transcricional encontraram uma associag&o entre o silenciamento dos genes marcadores de
musculo liso e expressdo de KLF455148145 O KLF4 faz parte de um conjunto de genes
responsaveis pela manutencdo da pluripoténcia e autorrenovagado das células-tronco
embrionarias™® e, quando superexpresso juntamente com Oct4, SoxZ2, e c-myc, pode

reprogramar células somaticas em células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC)*5".

Resultados de experimentos com células musculares lisas vasculares sugerem que
esse fator pode tanto ligar-se ao SRF, inativando-o, quanto inibir a transcricdo de
miocardina’®14%, Concomitantemente, descobriu-se que ndo ha expressao significativa de
KLF4 nas células musculares lisas diferenciadas, porém ela é rapidamente induzida /n vitroe
in vivo em resposta a acdo de PDGF BB, PDGF DD e fosfolipidios oxidados™&152, Assim, a
plasticidade do musculo liso seria decorrente da sua propensao em reativar algumas redes

génicas de pluripoténcia.

Mesmo sem negar a existéncia da desdiferencia¢ao, o segundo modelo afirma que a
plasticidade atribuida as células musculares lisas provém, na realidade, de células-
tronco'®31%4, Sua justificativa reside no facto de que células com conhecido multipotencial de
diferenciagdo encontradas na parede de vasos sanguineos, sobretudo células-tronco
mesenquimais'®®1%6  pericitos®2157, células precursoras endoteliais’®® e células circulantes
derivadas da medula 6ssea'®, podem ser induzidas a expressar marcadores musculares /in
vitro e em modelos de lesdo vascular. Portanto, a populagao tradicionalmente descrita como

sintética seria derivada da transformagao de um tipo imaturo em progenitor do musculo liso.

A dificuldade para provar este modelo traduz-se nos diversos candidatos a
progenitores ja identificados nos vasos sanguineos de diferentes 6rgaos'®®. Apenas na
camada adventicia, houve a descricdo de, ao menos, trés populagbes que expressavam
marcadores de células-tronco mesenquimais com potencial de diferenciacao leiomiogénica.
Duas agrupadas sob a denominagéo de células-tronco mesenquimais derivadas do tecido

adiposo, as quais eram Sca-1* CD31- CD146- mas diferiam pela expressdo de CD34161-163 ¢



outra formada por células CD31- CD34- CD146*, reconhecidas como pericitos'®?. Além disso,
observou-se que até mesmo células precursoras endoteliais CD31* CD34* CD146* podem

apresentar esse potencial'%8,

Ja no interior da tunica média, dois estudos®!'®* constataram a capacidade de
diferenciagéo osteogénica e condrogénica, mas nao adipogénica, de possiveis progenitores
do musculo liso. Mais recentemente, houve a descricdo do isolamento de uma pequena
populacdo de células indiferenciadas provinda do musculo liso vascular, a qual possuia
capacidade de diferenciagdo em linhagens mesodérmicas e neurais'*. Segundo os autores
da pesquisa, essa populagdo era Sca-1- CD31- CD34- CD146 e miosina-HC-, expressava
marcadores de células-tronco mesenquimais €, quando cultivada /n vitro, transformava-se em

células progenitoras do musculo liso™%4.

Por razdes inerentes ao delineamento deste estudo, ndo € possivel validar qualquer
um dos modelos descritos como explicagdo para a plasticidade observada. Mesmo que os
dados aferidos apontem para a existéncia de um processo de desdiferenciagao das culturas,
a impossibilidade de isolar células musculares lisas sem contaminagdo por outros tipos
celulares corréi a confiabilidade do conceito de troca fenotipica. Por outro lado, a falta de um
marcador especifico para o rastreamento de uma eventual populagdo de células-tronco

durante o periodo de cultivo também impede a confirmagao desta hipotese.

Contudo, a comparagao com as células-tronco derivadas do tecido adiposo periureteral
permite algumas inferéncias sobre a natureza das células musculares cultivadas. As variagoes
nos resultados do ensaio de diferenciagcao sao um indicio de que a plasticidade das células
isoladas da camada muscular foi independente das células-tronco mesenquimais'®5166,
Adicionalmente, a analise do seu perfil imunofenotipico revela semelhangas com os relatos de
trabalhos prévios que avaliaram o tecido muscular liso vascular'®*1%* e exclui a participacdo
nos resultados de fendtipos expressos por pericitos e células circulantes derivadas da medula

ossea.



Devido a escassez de estudos sobre a marcacao de células musculares lisas urinarias
com CD90, o significado da sua distribuicdo bimodal € apenas conjectural. A melhor evidéncia
de uma associagdo entre ambos vem de um artigo que descreveu uma correlacdo negativa
entre a expressao de CD90 e a concentracdo de soro fetal bovino no meio'®”. Embora possivel,
relaciona-lo a uma populacdo de células-tronco ou progenitora constitui um argumento
contestavel, visto que, isoladamente, ele ndo € um marcador especifico. Por outro lado, a
distribuicdo em gradiente das populagées CD90* e CD90- (Fig.21) pode significar apenas a

heterogeneidade de diferenciacao que as células musculares lisas exibem em cultura.
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12. METODOLOGIA

12.1. DELINEAMENTO E AMOSTRAGEM

Este estudo visa a descrever a integragao entre células originadas de tecidos urinarios
e matrizes temporarias. Ele foi dividido em duas analises, com delineamentos transversais,
planejadas para investigar o comportamento de células-tronco derivadas do tecido adiposo
periureteral, células musculares lisas e uroteliais na formagcao de neotecidos ex vivo. Na
primeira, houve a comparagéao entre dois grupos, constituidos por culturas de células-tronco
mesenquimais e musculo liso, semeadas individualmente em matrizes temporarias. Planejada
como um estudo guasFexperimental, ela serviu para verificar a capacidade intrinseca de cada

tipo celular para formar um estroma com atributos de musculo liso.

A segunda envolveu o cultivo conjunto de células uroteliais € musculares lisas em
matrizes temporarias, com o objetivo de gerar um substituto para a mucosa urotelial. Nela,
avaliaram-se a arquitetura dos tecidos formados e o padréo de proliferacao celular no
momento da afericdo. Em ambas as pesquisas, consideraram-se os dados obtidos no estudo
das culturas /n vitro como referéncia para a estimativa da influéncia do arcaboucgo sobre a

diferenciagao celular.

As células disponiveis para o estudo originaram-se de culturas primarias expandidas /n
vitro, conforme descrito na primeira parte deste trabalho. A amostragem foi por conveniéncia
e compreendeu, ao menos, a metade de cada populagao disponivel. Estabeleceu-se como
critério de elegibilidade que as culturas deveriam estar na terceira passagem, a contar do
isolamento. Além disso, nos casos em que dois tipos celulares fossem semeados

conjuntamente, eles se originariam do mesmo doador.
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12.2. MANUFATURA DE MATRIZES TEMPORARIAS

A matéria-prima utilizada na producdo das matrizes temporarias foi uma mistura de
gelatina (My=2,5x105 g/mol) (Labsynth) e acido hialurénico (M=1,6x106 g/mol) (Sigma-Aldrich
Co.). Previamente ao processo de manufatura, determinou-se que a propor¢ao do
glicosaminoglicano, em massa, corresponderia a 2% do soluto. A descri¢cdo do processamento
dos materiais e a caracterizacdo das matrizes temporarias resultantes se encontram

detalhadas em um trabalho prévio do autor',

De maneira resumida, os solutos foram dispersos em uma solugado de agua e etanol, e
processados até a obtengao de um substrato poroso. A seguir, ele foi submetido a uma reagéo
de reticulagdo com 1-etil(3,3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma-Aldrich  Co.).
Posteriormente, um processo de lavagem com agua ultrapura seguido por liofilizagao
transformou o produto reticulado em matrizes temporarias. Elas foram confeccionadas na
forma circular, medindo 1 cm de didmetro e, aproximadamente, 350 um de espessura. Antes

de serem utilizadas, procedeu-se a sua esterilizagdo com radiacao ultravioleta.

12.3. CULTURA DOS NEOTECIDOS

O procedimento para a formagao dos neotecidos iniciou pela semeadura das matrizes
temporarias com os tipos celulares escolhidos para o estudo. Adotou-se a densidade de 10°
células por cm? de matriz como norma para o céalculo do tamanho de cada populagdo a ser
semeada. A técnica de semeadura envolveu a instilagao direta de 50 uL de meio, o qual

continha a populagao celular dispersa, sobre a matriz temporaria. Quando houve combinac¢ao
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de células, determinou-se um periodo de adesé&o de 4 horas para as células musculares antes

de proceder-se a semeadura das células uroteliais sobre o estroma formado.

No estudo que comparou células-tronco e musculares lisas, utilizou-se como meio de
cultura a-MEM suplementado com insulina 10 pg/mL, transferrina 5,5 ng/mL e hidrocortisona
0,5 ug/mL. Para gerar um substituto para a parede de um 6rgao urotelial, formulou-se o meio
de cultura com uma mistura de a-MEM + F12 + meio para queratindcitos (1:1:1) (v:v:v)
suplementado com soro fetal bovino 5%, insulina 5 pg/mL, transferrina 5,5 ug/mL e
hidrocortisona 0,2 png/mL. Os suplementos foram escolhidos com base na férmula dos meios

de cultura utilizados em estudos similares22:169.170

O cultivo dos neotecidos ocorreu de forma estatica (/.e., sem biorreator) dentro de
pocos com area aproximada de 8 cm?, pelo periodo de 3 semanas. Eles foram mantidos em
estufa com atmosfera controlada: 5% CO., temperatura 37°C e umidade relativa 95%.
Determinou-se como frequéncia para troca dos meios de cultura o intervalo de dois dias. O
desenvolvimento das culturas e a possibilidade de contaminag&o por micro-organismos eram

avaliados, via microscopia Optica, antes de cada troca.

12.4. MICROSCOPIA ELETRONICA

Empregou-se a técnica de microscopia eletrbnica de varredura com o objetivo de
avaliar a conformacao da superficie e o tamanho dos poros das matrizes temporarias. Trés
amostras foram montadas sobre plataformas (stubs) e houveram as suas superficies cobertas
com uma nanocamada de ouro. As imagens foram obtidas com o Microscépio Eletrénico de
Varredura JEOL JSM 5800°. Os parametros de aquisicdo foram: diferenca de potencial

elétrico aplicado 15 kV e o detector ajustado para a captagao dos elétrons retroespalhados.
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12.5. ANALISE HISTOLOGICA

Apods o término do periodo de cultivo, os tecidos formados foram submetidos a
processamento histolégico. O protocolo iniciou com uma etapa de fixagao em formaldeido 4%
(v:v) tamponado, seguida por desidratacdo de etanol a xilol e inclusdo em parafina.
Posteriormente, procedeu-se a sec¢ao dos espécimes, em microtomo, na espessura de 5 um.
Os cortes histolégicos foram, entdo, montados em laminas e desparafinizados. De acordo com
a analise pretendida, eles foram corados com hematoxilina e eosina (HE) ou seguiram para

imunohistoquimica.

O preparo das laminas para a técnica imunohistoquimica compreendeu uma etapa de
reativagao dos antigenos pela imersao das laminas em tampao citrato a 95°C. Apos, os cortes
foram permeabilizados com Triton X 0,4% e bloqueados com uma mistura de albumina 1%
(m:v) e leite em p6 desnatado 5% (m:v). A seguir, procedeu-se a incubacao com anticorpos
primarios, nas diluicdes descritas na tabela suplementar S1, pelo periodo aproximado de 12

horas.

O exame da marcagao dos anticorpos monoclonais antiqueratina 5 (K5), 7 (K7) e 20
(K20) determinou o grau de diferenciacao expresso pelas células uroteliais. Do mesmo modo,
verificou-se a diferenciagdo das células-tronco mesenquimais e musculares lisas com os
anticorpos primarios monoclonais antialfa-actina de musculo liso (a-actina) e antimiosina de
musculo liso (cadeia pesada) (miosina-HC). Os anticorpos secundarios eram ligados aos
fluoréforos Alexa Fluor® 488 ou 660 e as suas diluicdes foram padronizadas em 1:250 (v:v).

Utilizou-se o corante de DNA Hoechst 33342® como marcador de nucleo celular.

As fotomicrografias das laminas coradas com HE foram obtidas com o microscépio
Zeiss PALM Microbeam®. Para a aquisicdo das imagens fluorescentes, utilizou-se o

microscopio confocal Leica SP5®. Estabeleceu-se que o modo de excitagdo seria sequencial
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€ ajustaram-se os detectores de modo que o sinal registrado fosse exclusivo a cada fluoréforo.
Considerou-se a marcagao de cortes histologicos de ureter normal como controles positivos.
Adotou-se como controle negativo cortes histoldégicos dos neotecidos submetidos ao mesmo

processamento, mas sem a incubagao com anticorpos primarios.

12.6. ENSAIO DE PROLIFERAGAO

A proliferacdo das células epiteliais e musculares lisas no modelo de cultura
combinado foi mensurada pelo teste da 5-etinil 2’-desoxiuridina (EdU). Ao completarem trés
semanas de cultivo, os neotecidos foram expostos a concentracdo de 10 pg/mL de
desoxiuridina pelo periodo de 8 horas. Posteriormente, eles passaram por processamento

histologico e cortes representativos do espécime seguiram para analise imunohistoquimica.

O protocolo para a reacao de deteccao do EdU seguiu as instrucdes do fabricante e o
fluoréforo escolhido foi Alexa Fluor® 647. A identificacdo das células uroteliais envolveu a
marcagao conjunta com anticorpo primario antiqueratina 7. Para a avaliagdo do musculo liso,
associou-se 0 anticorpo primario antia-actina. Em ambos os casos, utilizou-se o respectivo
anticorpo secundario ligado a molécula Alexa Fluor® 488. Os dados foram coletados por

microscopia confocal, conforme descrito no item 12.7.

12.7. ANALISE DE DADOS E DESFECHOS

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura serviram para caracterizar
a estrutura das matrizes temporarias produzidas neste trabalho. Avaliaram-se o padrao de
conformacao dos agregados de gelatina e acido hialurdnico, a sua espessura e o diametro
dos poros por eles delimitados. A estimativa da espessura dos agregados e do didmetro dos
poros resultou da medida de 20 segmentos sdlidos e 20 areas vazias (entre os agregados)
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amostrados em cada imagem analisada. Utilizou-se o software Image J® para as mensuragoes
e os resultados formam apresentados como média aritmética simples com seus respectivos

desvios padréo.

Comparagao entre MSC e musculo liso

Para efeito de comparagao do estroma formado por células-tronco e musculares lisas,
considerou-se como o desfecho principal expressdao de marcadores de diferenciagéo
muscular. O numero de culturas disponiveis determinou o tamanho da amostra. Apés trés
semanas de cultivo, quantificou-se a expressao de a-actina e miosina-HC pela intensidade da
fluorescéncia emitida por cortes histolégicos. As medidas obtidas em trés secgdes histologicas

transversais, originadas de diferentes pontos do espécime, representaram cada neotecido.

Utilizou-se o microscépio confocal Leica SP5® para a aquisicdo dos dados e o software
LAS AF® versdo 2.6.3 para aferi-los. Como norma, estipulou-se que o fluoréforo Alexa Fluor®
488 revelaria a presenca de a-actina e o Alexa Fluor® 660 de miosina-HC. As imagens foram
adquiridas na funcao frame averaging (n=3), com objetiva apocromatica 40x (NA 1,3) e pinhole
65 um. Estabeleceu-se que os espagamentos entre as secgdes do eixo z variariam de 0,8 a
1,0 um. Os lasers de excitagcdo haviam os comprimentos de onda 488 nm e 633 nm. A
deteccao dos fotons ocorreu via fotomultiplicadora e a largura das bandas foi limitada aos
intervalos de 500 a 550 nm e de 660 a 725 nm. Permitiu-se a variabilidade da diferenca de
potencial elétrico das fotomultiplicadoras entre 700 e 870 V. Em decorréncia, estimou-se'”" o

coeficiente de variagéo (o/u) da intensidade do sinal entre 20% e 30%.

A média das intensidades de fluorescéncia de cada secc¢do do eixo z determinou a
intensidade da fluorescéncia da amostra. A intensidade da fluorescéncia de fundo
(background) foi computada nos controles negativos e o seu valor foi subtraido do resultado

de cada amostra. As diferencas de intensidade entre os grupos formam analisadas pelo teste
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T de student. Além da diferenciacao leiomiogénica, também foram descritas as variacdes da
morfologia celular e do remodelamento da matriz observadas pelas microscopias optica e

confocal.

Cocultura

A observacgao de caracteristicas histolégicas compativeis com as exibidas por 6rgaos
uroteliais normais determinou o desfecho principal da analise dos neotecidos formados pela
combinacao entre células uroteliais e musculares lisas. Os dados se originaram do exame de
seccgoes histoldgicas, por microscopia optica e confocal, de espécimes com trés semanas de
cultivo. Os critérios adotados para a caracterizagao do tecido epitelial formado foram a sua
capacidade de estratificacdo e a expressao das queratinas 5, 7 € 20. Para o estroma, verificou-

se a espessura desenvolvida e a expressdo de marcadores de musculo liso.

Adicionalmente, avaliou-se o remodelamento da matriz e a proliferacdo de ambos os
tipos celulares. O exame do remodelamento foi descritivo e exploratério. No caso da
proliferagcéo, estabeleceu-se que a marcagao com K7 definiria a populagao epitelial e a-actina
a estromal. Os resultados foram descritos como a proporgcédo entre o numero de células a

proliferar e o total de células observadas.
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13. RESULTADOS

13.1. CARACTERISTICAS DAS POPULAGOES

No periodo compreendido entre outubro de 2014 e agosto de 2015, 6 pares de culturas
que satisfizeram os critérios de selegao foram incluidas neste estudo. Elas se originaram de 4
doadores e passaram por, ao menos, dois testes de caracteriza¢do descritos na primeira parte
do trabalho. Houve a alocacdo de 3 pares na analise que comparou células-tronco
mesenquimais e musculares lisas; e outros 3 na integracdo entre células musculares e

uroteliais. A tabela 3 apresenta as caracteristicas das culturas selecionadas.

Tabela 3. Caracteristicas das culturas amostradas

Sexo Idade (anos) Diagnostico Culturas
Mas. 29 transplante renal UMeT
Mas. 51 transplante renal UeM
Fem. 40 transplante renal UMeT
Fem. 18 excluséo renal MeT

Mas (masculino), Fem (feminino), U (urotélio), M (musculo liso), T (MSC).

13.2. MATRIZ TEMPORARIA

A analise de fotomicrografias revelou que a estrutura das matrizes temporarias era
formada por uma trama fibrilar reticulada (Fig.24A). Estimou-se a espessura média das fibras
em 1,23 um (DP 0,48) e o didmetro médio dos poros em 33,12 um (DP 13,58). A figura 24B

ilustra o aspecto macroscopico de uma matriz em cultura. Adicionalmente, a seccao
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histologica de uma matriz mantida em meio de cultura mostra que nao houve colabamento da

estrutura nas condigbes de uso (Fig.24C).

13.3. FORMAGAO DE ESTROMA

A quantificagdo da expressdo média de a-actina no estroma muscular foi 13,60 (DP
4,80), enquanto naquele gerado por células-tronco foi 0,22 (DP 0,24). A analise pelo teste T
demonstrou uma diferenca significativa entre os tipos celulares ~A=0,001 (IC95% 18,40 a 8,30).
Do mesmo modo, os valores médios estimados da expressao de miosina-HC nos estromas
criados por células musculares lisas e células-tronco foram, respectivamente, 11,70 (DP 5,50)
e 0,10 (DP 0,10). Também houve uma diferenga significativa entre as expressdes desta
variavel P=0,004 (IC 95% 17,30 a 5,70) (Fig.25 e 26). A figura suplementar S7 mostra os

dados obtidos com a quantificacdo de uma seccao histoldgica.

O estudo histoldgico de ambos os estromas revelou a existéncia de caracteristicas
peculiares a cada tipo celular. Nos tecidos formados por células-tronco mesenquimais,
observou-se o desenvolvimento de dois fendtipos: o primeiro constituido por células
alongadas, cuja distribuicdo predominou nas regides superficiais; 0 segundo caracterizado por
células com citoplasma mais eosinofilico e nucleos com cromatina densa, o qual se localizou

preferencialmente no interior da matriz (Fig.27).

A maioria das células musculares lisas se organizaram em agrupamentos de células
fusiformes. No entanto, em algumas regides, identificou-se a formagédo de estruturas
elipsoides, as quais continham células com citoplasma claro e vacutolos no seu interior, além
de nudcleos com cromatina frouxa (Fig.28). Com auxilio de microscopia confocal, a
reconstrucdo de tomos no eixo z revelou que as células no interior dessas estruturas

expressavam fracamente a-actina, mas ndo miosina-HC (Fig.29).
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Houve evidéncias de remodelamento da matriz temporaria em ambas as culturas
(Fig.28 e 29). Apesar de ser uma analise exploratéria, notou-se que a transformacao do
reticulado original da matriz manufaturada foi maior nos tecidos formados por células-tronco
mesenquimais. Como exemplo comparativo, a figura 30 mostra a sintese de fibronectina em

estromas constituidos por MSCs e musculares lisas.

13.4. COCULTURA

O exame das secgdes histologicas apos 3 semanas de cultivo mostrou que houve a
formacdo de um estrato epitelial sobre o estroma muscular (Fig.31). Observou-se uma
organizacao do epitélio em até duas camadas e as células uroteliais exibiram variagdes de
morfologia, com o predominio de formas alongadas (Fig.33). A manipulacao dos neotecidos
revelou imaturidade na interface epitélio-estromal, assinalada pela facilidade em rompé-la
durante o processamento histologico. A expressao urotelial da K7 foi ubiqua e identificou-se a
presenca conjunta de K5 na maioria das células analisadas (Fig.33). No entanto, ndo houve

marcacao pela K20.

A analise das imagens do tecido muscular formado permitiu a sua divisdo em duas
regides (Fig.31). Uma camada superficial, cuja espessura variou entre 100 e 200 um,
caracterizada por células com morfologia relativamente uniforme e remodelamento completo
da matriz temporaria. Abaixo dela, observou-se uma segunda regido, a qual engloba o
restante do produto, constituida por células esparsas e onde nao se verifica um
remodelamento significativo da matriz original. Com base nas fotomicrografias obtidas,

estimou-se a taxa de proliferacdo de ambos os tipos celulares entre 2% e 7% (Fig.32 e 34).
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Figura 24. Caracterizacdo da matriz manufaturada. (A) Imagem de microscopia eletronica de varredura
com escala de 100 um. (B) Ambiente de cultivo com escala de 1 cm. (C) Corte histolégico da matriz
corado com HE e escala de 50 um.

Figura 25. Imunohistoquimica de estroma formado por células musculares lisas. (ACT) Marcagédo com
anticorpo contra a-actina (verde). (MIO) Anticorpo contra miosina-HC (rubro). (SOMA) Soma de
imagens. Nucleos identificados com Hoechst 33342® (azul). Escala 50 um.

Figura 26. Imunohistoquimica de estroma formado por MSCs. (ACT) Marcagao com anticorpo contra a-
actina. (MIO) Anticorpo contra miosina-HC. (SOMA) Soma de imagens. Nucleos identificados com
Hoechst 33342® (azul). Escala 50 pm.

Figura 27. Fotomicrografia do estroma formado por MSCs corado com HE. (A) Imagem original. (B)
Regides com fendtipo heterogéneo demarcadas por elipses. Escala 50 um.
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Figura 28. Fotomicrografia do estroma formado por células musculares lisas corado com HE. (A)
Imagem original. (B) Regides com fenétipo heterogéneo demarcadas por elipses. Escala 50 um.

Figura 29. Caracterizagdo das regides heterogéneas do estroma muscular liso. (A) Imagem de
microscopia confocal que mostra a imunomarcagao com a-actina (verde) e miosina (rubro). (B) Setas
indicam aglomerados celulares com discreta expressao de a-actina. Escala 50 um.

Figura 30. Imunohistoquimica para fibronectina. (A) Marcagao com anticorpo contra fibronectina (rubro)
no estroma formado por MSCs. (B) Expressao de fibronectina (rubro) no estroma muscular liso. (C)
Controle negativo. Nucleos identificados com Hoechst 33342® (azul). Escala 50 um.
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Figura 31. Secc¢éo de cocultura urotélio-musculo liso corada com HE. (A) Imagem original. (B) Imagem
modificada: identificacdo das células uroteliais acima da linha azul. Linha amarela separa as regides de
alta e baixa celularidade. Escala 50 um.

Figura 32. Proliferacdo das células uroteliais ha matriz temporaria. (K7) Imunomarcacgéo para queratina
7 (verde). (EdU) Captagao de EdU pelas células em processo de proliferacdo (rubro). (SOMA) Soma
de imagens. Escala 50 um. Nota: artefatos decorrentes do processamento histologico.

Figura 33. Expressao de queratinas pelas células uroteliais cultivadas sobre a matriz temporaria. (K5)
Queratina 5 (rubro). (K7) Queratina 7 (verde). (SOMA) Soma de imagens. Escala 50 um. Nota: artefatos
decorrentes do processamento histologico.
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Figura 34. Proliferagao das células musculares lisas na matriz temporaria. (ACT) a-actina (verde). (EdU)
Captacao de EdU pelas células em processo de proliferagéo (rubro). (SOMA) Soma de imagens. Escala
50 pm.

14. DISCUSSAO

A engenharia tecidual pode ser compreendida como a manipulagao de trés processos
- cultura celular, producdo do arcabouco e integracdo entre ambos - com a finalidade de
produzir um tecido analogo ao natural. Ao valer-se da diferenciagdo como representante do
fenotipo celular, a investigagao anterior demonstrou que o cultivo /n vitro altera decisivamente
o carater das populagbes primordiais. Por essa razdo, o presente estudo utilizou técnicas
histologicas e de microscopia para verificar se a interacdo das células expandidas com o

modelo de matriz desenvolvido pode restaurar seus fenoétipos originais.

Embora a impossibilidade de simular todas as condi¢des inerentes ao tecido natural
limite o grau de maturagdo que os neotecidos podem alcangar fora do organismo, os
resultados obtidos mostraram que o modelo proposto restituiu uma parte consideravel das
caracteristicas perdidas durante o processo de expansdo. De facto, verificou-se que a
exposigao das células musculares lisas ao novo ambiente resultou na reativagdo do marcador
de seu fenoétipo contratil. Por outro lado, a integragao do urotélio expandido ao estroma gerou

um epitélio com atributos semelhantes a camada de células basais.

No arcabouco, o fenétipo celular esta sujeito a estimulos provenientes da propria
matriz, do meio circundante e da comunicagcdo com outras células'’?. Devido a essa
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complexidade de interacoes, varios fatores podem influenciar as correlagdes encontradas e,
por consequéncia, confundir as conclusdes do estudo. Dessa forma, para serem validadas,
elas exigem o exame das particularidades do método de producao tecidual adotado. Como o
perfil das populagdes celulares ja foi definido previamente, discriminar os atributos da matriz

temporaria constitui 0 primeiro passo para a interpretacao dos resultados.

Simular a dindmica da matriz extracelular com um arcabougo manufaturado € um dos
maiores desafios tecnoldgicos para a producéo de tecidos ex vivo'’3. Muito além de um papel
estrutural, a sofisticagdo da matriz natural se reflete na diversidade de fung¢des por ela
exercidas, as quais abrangem desde as propriedades fisico-quimicas do microambiente até a
modulacdo do comportamento celular’’4175, Assim, o planejamento de um substituto deve
considerar questodes relativas a interacao celular, transporte de solutos e remodelamento do

constructo'.

Apesar de a necessidade de um substrato tridimensional para a génese do neotecido
ser consensual, ha um grande debate sobre a importéncia relativa de aspectos da sua
estrutura e composicao para o sucesso do processo'’”'78, Com efeito, ao analisar a variedade
de materiais e técnicas de fabricacao ja descritos na literatura, torna-se evidente que ambas
as variaveis podem modifica-lo'78-18, Por essa razao, evitou-se adicionar ao sistema os efeitos
de materiais sintéticos e novas conformagdes moleculares com a utilizacdo de matérias-
primas derivadas da prépria matriz extracelular natural. Logo, a partir de uma base de
colageno e glicosaminoglicano, desenvolveu-se uma estrutura fibrilar, reticulada
aleatoriamente, com o intento de favorecer o reconhecimento celular e o remodelamento da

matriz.

Em laboratério, a inducao do fenotipo contratil no musculo liso demanda o controle de
elementos do ambiente de cultivo. A revisdo de trabalhos ja publicados indica que as
estratégias mais eficientes para alcanca-lo podem ser resumidas na formulagcdo de um meio
livre de soro acrescido de algum fator indutor'®®. Apesar de haver variabilidade no grau de

sucesso entre eles, é possivel encontrar evidéncias de, ao menos, quatro agentes capazes de
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promover a expressao de marcadores associados a funcao contratil: TGFB1 (fransforming
growth factor [37)'%%181 |GF (insulin-like growth fator)'®?, insulina’”® e acido ascorbico'®. Apds
considerar os efeitos da privagao do soro sobre a proliferagao celular e a produgao de matriz
extracelular natural, elegeu-se a combinagéao de insulina e acido ascorbico como suplemento

para o meio em questao.

Estabelecidos os parametros das culturas, a flagrante divergéncia fenotipica entre os
estromas formados por células-tronco mesenquimais e musculares lisas conduziu o estudo a
um paradoxo de dificil interpretagao. Se a diferenciagao celular pode ser compreendida como
um processo de regulagédo cujo objetivo € manter estavel a expressdao de um conjunto
especifico de genes, por que dois tipos celulares indiferenciados, ainda que com graduacdes

distintas, ndo seguiriam a mesma linhagem sob estimulos ambientais idénticos?

Pesquisas anteriores revelaram que a a¢ao da insulina sobre a diferenciacdo do
musculo liso estd associada ao aumento da atividade das vias Rho e IP3K (/inosito/
triphosphate 3-kinase)'’®, porém nao ha confirmagdo se elas produziriam uma expressao
génica similar nas células-tronco mesenquimais. Por sua vez, o acido ascérbico esta
relacionado a diferenciacao leiomiogénica de células-tronco derivadas do tecido adiposo'® e
musculares lisas'®', mas, aparentemente, seu efeito sobre a expressdo génica é maior que

sobre a proteica.

Conquanto o delineamento proposto ndao permita resolver o conflito gerado pela
incongruéncia dos resultados, o escrutinio de estudos que produziram estromas a partir da
diferenciacao leiomiogénica de células-tronco mesenquimais indicou a preferéncia de seus
autores pela inducdo com TGFpB1'85187, Acredita-se que a sua multiplicidade de acdes, as
quais abrangem desde a inibicao de fatores de pluripoténcia’' até o favorecimento da atuacéo
do complexo SRF''".18 conferem-lhe o maior potencial diferenciador entre os agentes
indutores’®. Embasado nesse argumento, é plausivel supor que a hipétese de meméria de

linhagem possa estar envolvida na diferenca de desfechos.
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Além dos aspectos da diferenciacdo ja comentados, a avaliagdo microscopica dos
estromas revelou regides com fenotipos heterogéneos ao restante do espécime. Tais
alteragdes nao foram investigadas a posteriori, portanto, quaisquer explicagdes para os seus
significados nao passam de proposi¢ées. Ao analisa-las no estroma muscular liso, foi possivel
identificar agrupamentos celulares com trés atributos comuns: tendéncia de organizacdo em
estruturas elipsoides circundadas por células musculares lisas maduras; baixa expressao de
marcadores contrateis; e a presengca de vacuolos ou areas vazias. Mesmo que
questionamentos sobre a linhagem das células pouco diferenciadas e a existéncia de um
processo de autofagia'® possam levar a conclusdes diversas, é curioso como, em conjunto,

esses atributos lembram a formacgao de um lumen.

No caso do estroma constituido por células-tronco mesenquimais, a discussao se
concentra na probabilidade de as regides heterogéneas serem o resultado de uma
diferenciagado inesperada ou de um processo isquémico. Se por um lado relatos sobre a
instabilidade de células-tronco para manterem a diferenciacao induzida /n vitro explicariam as
variagoes aferidas'®, a sua grande habilidade para a sintese de matriz extracelular (Fig.30)
poderia resultar em sofrimento tecidual. Estudos sugerem que a superproducao de certas
proteinas de matriz, particularmente fibronectina, tornariam o ambiente mais permissivo a
colonizagcdo e levariam a formacdo de nichos™''%*, No entanto, na auséncia de forgas
convectivas, o impedimento estérico gerado pela sua deposicao limitaria a difusividade de

solutos através do arcabougo’®, uma condigao propicia a isquemia.

A despeito das vicissitudes encontradas durante a formagao de estromas, a tentativa
de recapitular o contexto biolégico de um 6rgao urinario em uma matriz temporaria
representou o maior desafio enfrentado por este estudo. Realmente, o acréscimo de
complexidade determinado pelo cocultivo de urotélio e musculo liso demandou a otimizagao
de varios elementos do processo, como 0s componentes do meio, proporgao entre os tipos
celulares, forma de semeadura e tempo para diferenciagdo. Por essa razao, a analise dos

espécimes se restringiu a descricao das suas caracteristicas histolégicas, ja que a mudancga
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de pardmetros ambientais impede a comparagcao honesta entre os estromas com e sem a

influéncia das células uroteliais.

Pesquisas /n vivo mostraram que as interagdes reciprocas entre o epitélio e a camada
muscular sdo essenciais para o estabelecimento da morfologia'® e para a promogao da
regeneragdo dos orgdos urinarios*?. De modo similar, ha evidéncias que a integracdo de
culturas epiteliais e estromais implica vantagens para o estado de diferenciacdo e
sobrevivéncia celulares, as quais se refletem na funcionalidade dos neotecidos'’. A partir
dessas informagdes, pode-se interpretar a tendéncia de desenvolvimento estromal sob o
urotélio e os sinais de epitelizagdo como um indicio de comunicagdo entre os dois tipos

celulares.

Estabelecida a viabilidade da cocultura, o objetivo central da pesquisa deslocou-se
para a restauracao da diferenciacdo celular original. Neste aspecto, os dados coletados
mostraram que o modelo executado favoreceu o desenvolvimento dos tecidos de maneira
desigual. Enquanto houve grande expansdo da camada muscular lisa, com alguns sinais de
diferenciacao terminal (dado nao mostrado), o urotélio exibiu caracteristicas de um estrato
basal incipiente. Pesquisadores ja demonstraram a factibilidade de induzir a estratificacdo
urotelial /n vitro via manipulagdo das condi¢cdes ambientais'98-201. Contudo, o mesmo efeito

nao pbde ser reproduzido neste estudo.

Uma possivel explicagao para esse resultado esta na falta de estabilidade do urotélio.
Os sinais de fragilidade epitelial e proliferacdo celular sdo um indicio de que a formagéao do
tecido ainda estava em curso no momento da analise. Como comparacgao, a tentativa de criar
substitutos para pele revelou que a epiderme pode demorar até doze semanas para atingir um
estado de homeostasia tecidual em cultura?®?. Assim, a determinagdo de um regime mais
eficiente para restaurar a diferenciacao de células derivadas de tecidos urinarios constitui um

conhecimento critico para o futuro da pesquisa nesta area.
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15. CONCLUSAO

Este estudo desenvolveu uma estratégia para acompanhar as variagbes na
diferenciacao de células uroteliais e musculares lisas durante o processo de engenharia de
tecidos urinarios. Seus resultados demonstraram que o procedimento de expansdo em
superficies plasticas alterou significativamente as caracteristicas celulares originais via
selecdao de subpopulagées e indugdo de modificagdes fenotipicas. Como consequéncia, o
urotélio adquiriu atributos hiperplasicos, enquanto o musculo liso transformou-se em um tipo

celular imaturo.

O protétipo de matriz temporaria fabricado mostrou-se adequado para suportar a
formacgao de tecidos no ambiente ex vivo. Ao utiliza-lo como substrato, foi possivel recuperar
o fendtipo contratil das células musculares lisas pela adi¢cao de insulina e acido ascérbico ao
meio, embora 0 mesmo procedimento ndo tenha sido eficaz para induzir a diferenciacéo
leiomiogénica de células-tronco mesenquimais. Finalmente, estabeleceu-se um modelo para
a formacdo de um substituto para a mucosa urotelial via cocultivo de células uroteliais e
musculares lisas. A restauracao parcial da diferenciagao original, sobretudo do urotélio, € um
indicativo do tamanho do desafio tecnoldgico que representa a génese de neotecidos

funcionais.
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17. SUPLEMENTO

Tabela S1. Especificagdes dos anticorpos utilizados

Anticorpo Clone Diluigdo (v:v) Fabricante

K5 SP27 1:300 Abcam®

K7 LP5K 1:300 Santa Cruz Biot.®
K20 EPR1622Y 1:300 Abcam®

a-actina E184 1:300 Abcam®
miosina-HC hSM-V 1:300 Sigma-Aldrich®
vimentina D2H3 1:200 Cell Signaling®
fibronectina IST-9 1:250 Abcam®

K5: queratina 5; K7: queratina 7; a-actina: alfa actina do musculo liso; miosina-HC: cadeia pesada da

miosina do musculo liso.

Figura S1. Grafico em arvore mostrando os primers desenhados para o gene KR75 e as suas

SENSE
5 3
GCC AGT CAAGTGTGT CCTTC
CATCCACCACCATCAGGAGC
CAT CCACCACCATCAGGAGC
CAT CCACCACCATCAGGAGC
GGC AGTCCTCCATCACCTTC
GGC AAA CAT ACT CCACAA AA
GAC AAG CCAGCAAGACATCT
GAC AAGTTT GCA AGA AAT CC

TCC ACT TCA GCT CCC CGG TA

homologias as sequéncias ontogeneticamente mais proximas.

ANTISSENSE
5 3
ATA GCC ACC CAC TCC ACA AG
AAA GCCAGC TCCTCC ACATG
AAA GCC AGC TCCTCC ACATG
AAA GCC AGC TCCTCC ACATG
GCT GGC CCC AGC ACT GCT GA
ACC TGT GCC GGG GCC ACA GT
TCC GCT CCG GAA GCC ATA GG
TCC GCT CCT GAAGCC ACAGC

CTG CTG CCA AGG CCG CCG GG
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Figura S2. Curvas de amplificagdo do gene AKR75 (A). Grafico do melting (%) das sequéncias
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A R......

|
i
s
I}
Amplification Plot 60 i
100
10
! 40
7 5
04 Y ~
7 E
= / L
& oot / p
a / z
i3 g
\ &
0.001 \/ 5
' £
£
&
00001 &
000001 20
0.000001 - - .
R EEEE EEE R
Cycle
B~ Iic Mic Mo Wc HF Hc HH i

Tm: 7876
Tempersturs (C)

Figura S3. Curvas de amplificacdo do gene B2M (A). Gréfico do melting (%) das sequéncias

amplificadas (B).
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Figura S4. Citometria de fluxo das células uroteliais 24 h pds-isolamento com anticorpos contra K5 e

K7.
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Figura S5. Perfil imunofenotipico das MSCs em P3.
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Figura S7. Quantificagdo da fluorescéncia emitida no eixo z de uma amostra de estroma muscular liso.

(A) a-actina. (B) Miosina-HC.
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