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RESUMO

TERAPIA COM CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA EM
MODELO DE LESAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR PARAQUAT.
Maria Cristina Ebole de Santana. Orientadores: Patricia Rieken Macedo Rocco
e Marcelo Marcos Morales. Resumo de Tese de Doutorado submetida ao
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengédo do titulo de Doutor
em Ciéncias.

Introdugao: O objetivo do presente trabalho é avaliar o impacto da terapia com
células mononucleares da medula 6ssea em modelo experimental de lesdo
pulmonar aguda. Métodos: Trinta camundongos C57BL6 foram utilizados para
desenvolver o modelo experimental de lesdo pulmonar aguda (LPA). Para tal,
os animais foram aleatoriamente subdivididos em 5 grupos (n=6/grupo). No
grupo controle (C), injetou-se salina estéril (0,1 mL) intraperitonealmente (i.p.).
Os animais com LPA receberam paraquat (10 mg/kg i.p.). A mecanica
(elasténcias estatica (Est) e dindmica (Edyn), variagdo da elastancia (AE),
pressdes resistiva (AP1) e viscoelastica (AP2) e histologia pulmonares
(morfometria pulmonar, quantificacdo de fibras colagenas, microscopia
eletrbnica) foram avaliadas 24 h, 1, 2 e 4 semanas ap6s administragcdo de
salina ou paraquat. Resultados: Constatou-se que Est, AP1 e AP2 aumentaram
nos animais LPA 24h, 1, 2 e 4 semanas em relagdo a C. As alteragbes morfo-
funcionais mais intensas ocorreram em 24 h e 1 semana apds a indugao da
lesdo. Logo, optamos em avaliar a resposta terapéutica das células
mononucleares derivadas da medula 6ssea apds 1 semana. Uma hora apos
administragao de salina ou paraquat i.p. foram injetadas células mononucleares
derivadas de medula éssea (2x10°) (CEL) ou salina (SAL) intra-venosamente
(i.v.). Est, AP1 e AP2 foram maiores nos animais LPA-SAL em comparacgao ao
C-SAL. A terapia com células mononucleares reduziu Est e AP1, porém AP2 se
manteve elevado nos animais LPA-CEL em comparagdo ao grupo C-CEL. A
fracdo de alvéolos colapsados foi maior no grupo LPA-SAL em comparacgao ao
C-SAL e reduziu em LPA-CEL, mas néao atingiu valores controle. O conteudo
de fibras colagenas foi maior em LPA-SAL do que em C-SAL, sendo que a
terapia com células mononucleares impediu a fibrogénese. No grupo LPA-SAL
observou-se lesdo de pneumdcitos tipos | e Il, endotélio, aumento de fibras
colagenas, entretanto, no grupo LPA-CEL constatou-se reparo do epitélio
alveolar e reducado de fibras colagenas Conclusédo: A terapia com células
mononucleares derivadas da medula 6ssea acarretou reparo da membrana
alvéolo-capilar com consequente melhora dos pardmetros morfo-funcionais,
impedindo a fibrogénese no presente modelo de lesdo pulmonar aguda.

Palavras chaves: células tronco, lesdo pulmonar aguda, colageno

Rio de Janeiro
Junho 2008
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ABSTRACT

BONE MARROW MONONUCLEAR CELL THERAPY LEADS TO LUNG
REPAIR IN PARAQUAT-INDUCED ACUTE LUNG INJURY (ALI)
Maria Cristina Ebole de Santana. Advisors: Patricia Rieken Macedo Rocco and
Marcelo Marcos Morales. Abstract of doctoral in science thesis submitted to
Biological Science Post-graduation Program, Institute of Biophysics Carlos
Chagas Filho and Federal University of Rio de Janeiro — UFRJ.

Introduction: This study was undertaken to evaluate the time course of lung
mechanics, morphometry and collagen fiber content of bone marrow
mononuclear cell (BMMC) therapy in a model of paraquat-induced ALI.
Methods: Thirty C57BL6 mice were randomly divided into 5 groups. In the C
group, saline (0.1 mL) was intraperitoneally (ip) injected. In ALI group, paraquat
was injected (10 mg/bw ip). Lung histology, the amount of collagen fiber in the
alveolar septa, and mechanical parameters [lung resistive (AP1) and
viscoelastic (AP2) pressures, and static elastance (Est)] were analyzed 24h
(ALI24), 1 (ALI1), 2 (ALI2) and 4 (ALI4) weeks after the induction of ALL.
Results: Est, AP1 and AP2 increased from C to ALI24 and remained elevated
until 4-wks (ALI4) which were correlated with the volume fraction of collapsed
alveoli. The most important functional changes were observed in ALI24 and
ALI1, so we decided to analyze the BMMC therapy after 1-wk. C57BL/6 mice
were randomIGy divided into 2 main groups. 1-h after saline or paraquat injection,
BMMC (2x10”) from male donor mice were intravenously injected (C-CEL and
ALI-CEL, respectively). 7 days after saline or paraquat injections, lung
mechanics, histology (light and electron microscopy), and the amount of
collagen fiber in alveolar septa were analyzed. Results: AP1, AP2 and Est were
higher in ALI than C group. BMMC therapy reduced Est and AP1, but only
minimized AP2 in LPA-CEL in relation to C-CEL. ALI group presented interstitial
edema, neutrophilic infiltration and alveolar collapse. The amount of collagen
fibers in the alveolar septa in ALl was higher than C animals. BMMC therapy
avoided AP1 and static elastance changes induced by paraquat as well as the
increase in collagen fiber content, but only minimized the changes in AP2 and
the amount of alveolar collapse. Electron microscopy showed pneumocyte
types | and Il and endothelial cell lesions, and increased type Il collagen fiber.
ALI-CEL group presented both epithelial and endothelial repair. Conclusion:
These findings suggest that BMMC therapy could be beneficial in paraquat-
induced ALI due to its ability to control inflammation as well as contribute in the
repair of lung injury.

Key words: stem cell, acute lung injury, remodelling.

Rio de Janeiro
June 2008
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l. INTRODUCAO
I.1. Caracteristicas Gerais
I.1.a. Nogdes Basicas

A funcao basica do sistema respiratério € suprir o organismo com oxigénio
(O2) e dele remover o produto gasoso do metabolismo celular, isto é, o didxido
de carbono (CO,). Esta funcéo é executada de forma adequada quando existe
um estreito contato entre o gas alveolar e o capilar pulmonar. Nos seres
humanos, a superficie encarregada das trocas gasosas & de 70 a 100 m?
(WEST, 1995). Esta enorme superficie fica contida no interior do torax,
distribuida por aproximadamente 300 milhdes de alvéolos pulmonares. Para
que as trocas gasosas entre o gas alveolar e o sangue se efetuem
adequadamente, a circulagao pulmonar € muito rica, sendo de apenas 0,5
micrémetro a espessura entre o tecido que separa o gas alveolar do sangue.
Essa estrutura extremamente adaptada é denominada membrana alvéolo-
capilar (WEST e MATHIEU-COSTELLO, 1999).

A membrana alvéolo-capilar pode ser representada por duas estruturas
histolégicas distintas: uma camada endotelial vascular separada do epitélio
alveolar por um espaco intersticial extremamente fino onde se depositam os
componentes da matriz extracelular (WARE, 2000). A barreira epitelial é
formada por dois tipos celulares denominados pneumdcitos tipo | e Il. Os
pneumdacitos tipo | sdo células achatadas, extremamente finas, que totalizam
aproximadamente 90% do epitélio alveolar e estdo facilmente sujeitos a leséao.
Os pneumdacitos tipo Il, mais resistentes, sdo células cuboidais com microvilos
na superficie apical que compdem os 10% restantes do epitélio alveolar. Essas

células sao especializadas na sintese e secrecado do surfactante alveolar, uma



substancia tenso-ativa que é armazenada nos corpos lamelares e tem a funcao
de manter os alvéolos abertos. Outras fungbes tém sido atribuidas aos
pneumacitos tipo Il como participacdo no transporte de ions e proliferacéo e
diferenciacdo em pneumdécitos | apds sofrerem lesdo (GEISER, 2003). A
interacao entre esses dois tipos celulares constitui a principal barreira de
restricio a passagem de fluidos (dgua e ions) para o interior do espago
alveolar. A perda da integridade da barreira epitelial alveolar € um fator
determinante para o aumento da permeabilidade acarretando influxo de
exudato que, em ultima andlise, contribuira para a redugdo da troca gasosa
(CARDEN e COLS., 1998). As células epiteliais também produzem mediadores
inflamatdrios  (citocinas) em resposta a diversos estimulos como
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli e/ou estiramento pulmonar
(SLUTSKY, 1998).

A barreira vascular é constituida por células endoteliais achatadas que
sdo mais permeaveis a passagem de proteinas e fluidos do que o epitélio
alveolar. A passagem de fluidos e solutos (proteinas e ions) pelo endotélio
vascular ocorre através das jungdes célula-célula (ALLPORT e COLS., 1997;
BURNS e COLS., 1997). Entre os componentes estruturais das jungdes célula-
célula podemos destacar a ocludina, presente nas jungdes tight (FURUSE e
COLS., 1993) e a caderina que constitui as jungdes aderentes (LAMPUGNANI
e COLS., 1992). MacGregor e colaboradores encontraram fragmentos soluveis
de caderina no soro de individuos com lesdo pulmonar, evidenciando a
atividade proteolitica da célula endotelial e consequente rompimento da
membrana e da jung¢ao celular (MACGREGOR e COLS., 1997). As células

endoteliais vasculares apresentam ainda, moléculas de adesdo em sua



superficie que possibilitam a interacdo com outros tipos celulares como, por
exemplo, os neutrdfilos. Algumas dessas moléculas de adesdo encontram-se
expressas constitutivamente e podem ter sua expressao aumentada, como por
exemplo, a molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), membro da
superfamilia das imunoglobulinas que medeia a interacdo dos neutrdéfilos com a
célula endotelial. A ICAM-1 ainda facilita o rolamento, adesdo e migragao dos
leucdcitos através do endotélio e contribui para alterar a fungdo de barreira
alvéolo-capilar. Entretanto, outras moléculas de adesdo passam a ser
expressas (selectina-P e a selectina-E) ou aumentam sua expressao (ICAM-1)
na superficie da célula endotelial a partir de um estimulo, que pode ser desde a
liberagao de citocinas (IL-1 e TNF-[]) até a exposi¢cao a LPS de Escherichia coli
(WORTHEN e COLS., 1992; MEDURI e COLS., 1995; MOSS e COLS., 1996;
ARMSTRONG e COLS., 2000). Sabe-se que a interagao endotélio-neutrofilo
depende de ICAM-1 e promove a degranulagédo neutrofilica contribuindo para o
rompimento tanto da barreira endotelial como da epitelial subjacente
(SHANLEY e COLS., 1995; AGOURIDAKIS e COLS., 2002; MARTIN, 2002).

O espaco intercelular compreendido entre as barreiras endotelial
vascular e epitelial alveolar é preenchido pela matriz extracelular (MEC). A
MEC pode ser definida como uma rede de macromoléculas sintetizadas e
secretadas localmente por células do tecido conjuntivo. Sua principal fungéo
consiste em fornecer suporte e manutengao estrutural ao tecido (RAGHOW,
1994). Ademais, a MEC é capaz de influenciar processos biolégicos como
morfogénese, migracdo e diferenciacdo celulares. Sua composi¢cao esta
relacionada ao tipo celular que a sintetiza, ao estado metabdlico e de

diferenciagdo. As macromoléculas que compreendem a matriz extracelular



podem ser agrupadas em trés classes funcionais: (1) proteinas fibrosas como o
colageno e a elastina, (2) proteinas estruturais como a fibronectina e a laminina
e (3) proteoglicanos. Essas macromoléculas encontram-se distribuidas num gel
polissacaridico hidratado contendo diversos glicosaminoglicanos, inclusive o
acido hialurénico (PARK e COLS., 2001 SOUZA e COLS., 2006, PELOSI e
COLS., 2007, PELOSI e ROCCO, 2008). Cada componente da matriz esta
perfeitamente organizado para as necessidades individuais das células num
determinado 6rgao, permitindo a manutengado da homeostase, a diferenciagao

de cada estagio do desenvolvimento e adaptacgdes frente a novos estimulos.

[.2. Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

A primeira descricdo da sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) foi publicada em 1967 por Ashbaugh e colaboradores, ao identificarem
pacientes ventilados mecanicamente que evoluiam com dispnéia grave,
taquipnéia, cianose refrataria a oxigenioterapia, diminuicdo da complacéncia
pulmonar e evidéncia de infiltrados difusos na radiografia de térax. Desde
entdo, a SDRA tem recebido especial atengcdo na medicina intensiva e na
comunidade cientifica. Em 1994, a SDRA foi definida como um processo
inflamatdrio de instalagdo aguda, que pode persistir por semanas, associado a
determinados fatores de risco e lesdo da membrana alvéolo-capilar com
consequente alteracdo de sua permeabilidade (BERNARD e COLS., 1994). Em
consequéncia, ocorre a formacdo de edema pulmonar que independe da
elevagdo da pressao hidrostatica (pressao capilar pulmonar < 18 mmHg ou
auséncia clinica de hipertensao atrial esquerda). Essas alteragdes resultam na

diminuicdo da complacéncia estatica do sistema respiratério e aumento do



shunt pulmonar, caracterizado pela existéncia de regides pulmonares
perfundidas, mas nao ventiladas, o que explica a persisténcia da hipoxemia
mesmo apods a instituicdo da oxigenioterapia.

Os achados fisiopatolégicos mais relevantes encontrados na SDRA sao:
dano alveolar difuso (DAD), redugcao da complacéncia estatica do sistema
respiratorio, aumento da resisténcia das vias aéreas e do trabalho respiratério e
hipoxemia refrataria a oxigenioterapia evidenciada por uma relagdo entre
pressao parcial arterial de oxigénio (PaO,)/fragado inspirada de oxigénio (FiO,) <
200 caracterizando a SDRA ou PaO./FiO, < 300 caracterizando a les&o
pulmonar aguda (LPA). Logo, a principal diferenga entre SDRA e LPA esta
relacionada ao grau de comprometimento da troca gasosa (Tabela 1). Assim, a
SDRA se caracteriza por uma lesdao mais intensa, com maior repercussao
funcional. As alteragdes da estrutura e fungao se instalam progressivamente e
sdo responsaveis pela alta mortalidade do quadro, chegando a 50% em alguns
centros de terapia intensiva (SUCHYTA e COLS., 1992; 1997; DOYLE e COLS.
1995; ZILBERIBERG e COLS. 1998; KALLET, 2004; CRIMI e SLUTSKY, 2004;

RUBENFELD e COLS., 2005; MATTHAY e COLS., 2008).

Presséo
Radiografia
Inicio _ 3 capilar
Oxigenacgao de térax
pulmonar
Agudo PaO,/FiO,<300 Infiltrado bilateral <18 mmHg
LPA

SDRA Agudo Pa0,/FiO,<200 Infiltrado bilateral <18 mmHg

Tabela 1. Critérios clinicos de definicdo da lesdo pulmonar aguda (LPA) e
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). Adaptada de BERNARD e
COLS., 1994.



A etiologia da SDRA é multifatorial e esta relacionada com agentes que
causam injuria direta ao epitélio pulmonar (origem pulmonar — SDRAp) ou
indireta (origem extrapulmonar — SDRAexp) quando o endotélio vascular é o
sitio inicial da lesdo (ROCCO e PELOSI, 2008). Os fatores de risco associados
a lesao direta sdo: pneumonia, aspiragdao de conteudo gastrico, embolia
gordurosa, afogamento, inalagdo de gases tdxicos e edema pulmonar por
reperfusdo apos transplante pulmonar. Dentre as causas de origem indireta,
pode-se citar. sepse, trauma grave com choque, bypass cardiopulmonar,
intoxicagao por drogas, pancreatite aguda e transfusédo de produtos do sangue
(BERNARD e COLS., 1994; WARE e MATTHAY, 2000).

Varios modelos experimentais tém examinado a resposta inflamatdria na
SDRA iniciada por infecgdo, trauma, queimadura e hemorragia (BONE e
COLS., 1997). Estes estudos tém demonstrado a complexidade e
multiplicidade das vias envolvidas neste processo fisiopatoldgico, indicando
que diferengas na lesdo inicial associada a outras condi¢gdes subjacentes
podem resultar na ativacdo de diferentes mecanismos inflamatérios. Apesar
das varias causas da SDRA resultarem em alteragbes patolégicas uniformes
tardiamente (BLAISDELL, 1974; NASH e FOLEY, 1974; LAMY e COLS., 1976;
BACHOFEN e WEIBEL, 1977), as evidéncias tém indicado que a fisiopatologia
na fase precoce da SDRA pode diferir de acordo com o tipo de insulto primario
(LAMY e COLS., 1976; TERESHIMA e COLS., 1996; GATTINONI e COLS,,

1998; ROCCO e ZIN, 2005; ROCCO e PELOSI, 2008).



I.2.a. Patogénese da Lesao Pulmonar

A SDRA pulmonar é caracterizada por lesao direta ao epitélio alveolar. A
intensidade da lesao epitelial interfere na gravidade e progndstico da SDRA
(WIERNER-KRONISH e COLS., 1991; PITTET e COLS., 1997; MATTHAY e
WIERNER-KRONISH, 1990). A perda da integridade epitelial na SDRA
acarreta edema alveolar em fungdo dos seguintes fatores: (1) a barreira
epitelial € menos permeavel que a endotelial (WIERNER-KRONISH e COLS.,
1991); logo, a leséo epitelial contribui significativamente na formagao de edema
alveolar; (2) lesdao dos pneumdcitos tipo Il interrompe o transporte normal de
fluidos, dificultando a remocédo de exudato do espacgo alveolar (SZNAJDER,
1999), bem como reduz a produgao e o turnover de surfactante, contribuindo
para perpetuagao do edema (GREENE e COLS., 1999). Desta forma, na SDRA
pulmonar ha um predominio de consolidacido alveolar, com preenchimento do
espaco alveolar por células inflamatdrias, restos celulares, fibrina, colageno e
edema. Em contrapartida, na SDRA extrapulmonar, o sitio inicial de lesdo é o
endotélio vascular que sofre acdo dos mediadores inflamatdrios liberados por
varios tipos celulares incluindo neutréfilos, macréfagos, mondécitos e plaquetas
na circulagao sistémica. A liberacido destes mediadores promove a resposta
inflamatdria e da inicio a disfungao da célula endotelial pulmonar, com aumento
de permeabilidade. O aumento da permeabilidade desta barreira acarreta a
formacdo de edema intersticial, com aumento do “peso” pulmonar e
consequente colapso do espaco alveolar. Entretanto, vale ressaltar que podem
coexistir as caracteristicas morfolégicas dos dois tipos de SDRA (ROCCO e

ZIN, 2005; ROCCO e PELOSI 2008).



A caracteristica morfolégica pulmonar mais relevante encontrada na
lesdo pulmonar aguda (LPA) é o dano alveolar difuso, que se desenvolve
temporal e progressivamente apds a lesao inicial. As caracteristicas
morfolégicas do DAD presente na LPA sao didaticamente divididas em trés
fases que se encontram correlacionadas e sobrepostas de acordo com a
evolugdo clinica da doenca: fase inicial exudativa (aguda), seguida da fase
proliferativa e, finalmente, a fase tardia denominada fase fibrética (INGBAR,
2000; TOMASHEFSKI, 2000) (Tabela 2).

A fase aguda ou exudativa se caracteriza por uma resposta inflamatoéria
aguda com lesdo das células epiteliais alveolares e endoteliais, promovendo
aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar com consequente
extravasamento de agua, proteinas, hemacias e células inflamatérias para o
intersticio e luz alveolar, necrose dos pneumdcitos tipos | e Il e desnaturacao
do surfactante alveolar com consequente formagéo de edema alveolar (WARE
e MATTHAY, 2000). Essas alteragcbes sao induzidas por uma interagao
complexa de mediadores através da ativacdo de macréfagos e neutrofilos que
liberam mediadores pro- e anti-inflamatérios na circulacdo causando lesao
direta a microcirculagdo pulmonar (WALLACE e DONNELY, 2002). As
primeiras alteragdes microscopicas observadas sdo congestao capilar, edemas
intersticial e alveolar, bem como hemorragia alveolar (TOMASHEFSKI, 2000).
Outra caracteristica proeminente deste periodo € a formacdo de uma
membrana hialina eosinofilica a partir de proteinas plasmaticas condensadas.
A membrana hialina esta localizada muito préoxima ao ducto alveolar e apds a
lesdo da membrana alvéolo-capilar, migra para o espago alveolar, juntando-se

aos restos (debris) celulares. A membrana hialina também & composta por
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imunoglobulinas, fibrinogénio, surfactante e proteinas do complemento. A
fibronectina pode ser encontrada recobrindo minimamente a superficie da
membrana basal. Com a destruigdo e necrose extensa dos pneumacitos tipo |,
a membrana alvéolo-capilar torna-se “desnuda” e predisposta a adesao em sua
superficie de membrana hialina, fibrina e debris celulares (NASH e COLS.,
1974; BACHOFEN e WEIBEL, 1977; ALBERTINI, 1985; TOMASHEFSKI,
2000).

A fase proliferativa é o periodo de organizagao do exudato alveolar e
intersticial (FUKUDA e COLS., 1987; FEIN e CALALANG-COLUCCI, 2000;
ROCCO e COLS., 2004; SANTOS e COLS., 2006). Ha a proliferagdo dos
pneumacitos Il através do septo alveolar para cobrir a regidao “desnuda” da
membrana basal. Os pneumdcitos tipo Il também podem se diferenciar em
pneumdocitos tipo | para reconstruir a membrana alvéolo-capilar e dar
continuidade ao processo de regeneragcdo da barreira alvéolo-capilar
(ADAMSON e BOWDEN, 1974). Os fibroblastos e os miofibroblastos proliferam
e migram através dos hiatos existentes na membrana alvéolo-capilar para o
interior dos alvéolos e convertem o exsudato intra-alveolar em tecido de
granulagao através da deposi¢ao de colageno. A deposi¢cao de colageno tem
seu aspecto primordial para o inicio do remodelamento fibroso e de outros
elementos da matriz extracelular. A partir de entdo, um tecido fibroso e denso é
formado e consequentemente o septo alveolar se torna espessado (WALLACE
e DONNELLY, 2002). Com a evolugdo da lesdo pulmonar é observado um
aumento gradual do tecido intersticial (FUKUDA e COLS., 1987). Portanto,
ocorre o espessamento gradual do septo alveolar com a evolugédo temporal da

LPA (WALLACE E DONNELLY, 2002; MENDEZ E HUBMAYR, 2005). Em
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alguns pacientes, esse processo pode progredir para a irreversivel fase
fibrética (FEIN E CALANG-COLUCCI, 2000; SOUZA e COLS., 2003). Nesse
momento, os alvéolos encontram-se obliterados e apresentam fibrose em seu
interior. A irregularidade na espessura da parede alveolar esta associada a
dilatacdo e ao estreitamento dos espagos aéreos, além do recém formado
epitélio cuboidal escamoso estratificado. A organizacdo do exudato intra-
alveolar ocorre espontaneamente através da deposi¢cao de fibrinogénio nas
areas de membrana hialina, de fibronectina na regido de fibrose intra-alveolar e
de queratina no epitélio alveolar, nas glandulas brénquicas e no mesotélio
(ZAPOL e COLS., 1979; FUKUDA e COLS., 1987). A organizagao do exudato e
do colapso alveolar sao o0s principais mecanismos responsaveis pelo
remodelamento da arquitetura alveolar e pelo desenvolvimento de fibrose apos
a lesédo pulmonar aguda (MEDURI e COLS., 1991). O processo fibrético resulta
de uma interacdo complexa entre fibroblastos e macrofagos. Os fibroblastos
migram para regides lesionadas e sao estimulados a produzir e secretar
colageno e outras proteinas da matriz extracelular. Estas células secretam
ainda inumeras proteases, que sado capazes de degradar e remodelar as
proprias proteinas da matriz extracelular. O estimulo que torna os fibroblastos
propicios a remodelar os pulmdes pode incluir desde constituintes do sangue
como a fibrina, produtos de degradagao da matriz extracelular até mediadores
como o TGF-B (fator transformador de crescimento-f), que sao liberados por
macrofagos e outras células do parénquima pulmonar (WARD e
HUNNINGHAKE, 1998). A fibrose intra-alveolar € mais importante que a fibrose

intersticial na estrutura do remodelamento pulmonar, porque ela resulta em
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obliteracdo alveolar, coalescéncia da parede alveolar e perda funcional das
unidades alvéolo-capilares (FUKUDA e COLS., 1987).

E importante ressaltar que, a qualquer momento, as caracteristicas
destas trés fases podem se sobrepor, sendo a evolugdo da doenca individual.
Logo, nem todos os pacientes evoluem com fibrose e a progressdo da SDRA
pode ocorrer de uma maneira heterogénea no tempo e no espacgo (diferentes
regides do pulméo) (INGBAR, 2000). Ademais, recentemente, alguns autores
descreveram a fase proliferativa como uma resposta precoce a lesao pulmonar.
Portanto, pode-se dizer que o processo inflamatério e os mecanismos de
remodelamento se iniciam em paralelo, ndo em série como previamente
descrito (CHESNUTT e COLS., 1997; ARMSTRONG e COLS., 1999;
MARSHALL e COLS., 2000; TOMASHEFSKI, 2000; ROCCO e COLS., 2001,
2003 e 2004; SANTOS e COLS., 2006).

Tabela 2. Caracteristicas temporais do dano alveolar difuso. Adaptada de
Tomashefski, 2000.

Aguda (Exudativa) Proliferativa Fibrotica

1- 7 dias 7-21 dias > 21 dias

Edemas alveolar e
Fibrose com

intersticial Miofibroblastos intersticiais
deposicao de colageno
Organizacao de fibrose intra-

Hemorragia Obliteracao alveolar
alveolar
Necrose do Hipertrofia do septo
Inflamacgao crénica
pneumdacito tipo | alveolar
Necrose do parénquima
Necrose de células Tortuosidade arterial
Hiperplasia dos
endoteliais Fibrose intersticial e

pneumdcitos tipo

Membrana hialina intra-alveolar
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[.2.b. Organizacdo da Matriz Extracelular (MEC) e Remodelamento
Pulmonar

No pulm&o normal, os fibroblastos sao as principais células responsaveis
pela secrecédo de proteinas da matriz extracelular (LAURENT e COLS., 2008).
Esse mecanismo ocorre localmente ja que estas células encontram-se
organizadas em rede através dos espacos intersticiais. A morfologia de cada
célula diferenciada € um reflexo da interacédo célula-matriz extracelular, sendo
que uma série de informagdes podem ser transmitidas para o citoesqueleto
através de interacdoes especificas com receptores de superficie celular
(ALBERTS e COLS., 1994, PELOSI e ROCCO, 2008). Os efeitos deletérios
das células inflamatérias na matriz extracelular parecem ser o principal fator
responsavel por estas lesées, liberando além de enzimas proteoliticas, agentes
oxidativos para o espaco intersticial. As proteases, elastases, colagenases e
ativadores de plasminogénio participam ativamente do processo de
degradagdo da matriz extracelular (GOLDSTEIN, 1991; ALBERTS e COLS,
1994; COTRAN e COLS., 1999; PARK e COLS, 2001; CHEN e COLS, 2001;
TASAKA e COLS., 2002).

Trés grupos de macromoléculas estdo intimamente associados para
formar a matriz extracelular: (1) proteinas estruturais como fibras colagenas e
elasticas, (2) glicoproteinas, incluindo a fibronectina e a laminina e (3)
proteoglicanos, estando dispostas em duas porg¢des no tecido: matriz intersticial
e membrana basal (PARK e COLS., 2001; PELOSI E COLS., 2007).

As fibras colagenas sao os principais componentes da matriz
extracelular. Apesar de particularidades funcionais e estruturais, os diversos

tipos de colageno tém estrutura quimica e organizacional semelhantes. A
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molécula de colageno resulta da associacao de trés cadeias alfa polipeptidicas
em tripla hélice formando homo ou heterotrimeros. As diferentes cadeias sao
sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso do fibroblasto, principal célula
produtora de colageno nos pulmdes, sob a forma de um polipeptideo conhecido
como pro-colageno. Estas moléculas se associam de modo complexo,
constituindo fibrilas e fibras. As diferengas nos tipos de colageno residem na
composi¢ao primaria de suas moléculas, no tipo de agregacgao extracelular e na
capacidade de formarem ou nao estruturas fibrilares. Dependendo dos tipos de
cadeias alfa que os compdem, os colagenos sdo designados como |, Il e Il que
sdo fibrilares e os tipos IV, V e VI que sdo amorfas. O colageno tipo Ill forma
fibrilas que corresponde as fibras reticulares e, quase sempre, aparece co-
distribuido com o colageno tipo |, presente em tecidos que necessitam de um
arcabouco estrutural maleavel, como os pulmdes (PELOSI e COLS., 2007). No
pulmdo sadio o turnover de colageno e elastina sdo fundamentais para a
manutencado da arquitetura do tecido, ocorrendo lentamente ao longo da vida
do individuo (ARMSTRONG e COLS., 1999). Entretanto, apds um insulto inicial
do tecido pulmonar, se inicia um intenso processo de reparo e remodelamento
da matriz extracelular. O colageno tipo | € a proteina estrutural mais encontrada
no intersticio pulmonar, produzida em grandes quantidades durante o
desenvolvimento e nas reacdes fibréticas. A fibrogénese ocorre bem precoce
na evolugao da lesdo pulmonar aguda e niveis elevados de pré-colagenos | e
[l (moléculas precursoras) sdo encontrados no plasma e no fluido do lavado
bronco-alveolar (BAL) no primeiro dia de leséo, indicando que a sintese do
colageno é um evento precoce na resposta a lesdo (BAUGHMAN e COLS.,

1996; PARK e COLS., 2001; CHEN e COLS., 2001; TASAKA e COLS., 2002).
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Armstrong e colaboradores demonstraram aumento significativo nos
niveis de pro-colageno | e uma redugdo dos marcadores de degradagao do
colageno no lavado bronco-alveolar de pacientes sob ventilagdo mecanica por
48 h, sugerindo que ocorre um desequilibrio entre a sintese do colageno e sua
degradacdo em pacientes com LPA a favor da deposicdo de colageno nos
estagios iniciais da LPA (ARMSTRONG e COLS., 1999). A presenga de pro-
colageno Ill (molécula precursora do colageno lIll) no fluido do lavado bronco-
alveolar de individuos com LPA pode ser marcador de extrema utilidade para
avaliar a sintese e o turnover do colageno. Clark e colaboradores identificaram
pro-colageno Il no BAL de 80% dos pacientes na fase aguda da LPA,
correlacionando-o a um pior prognéstico, talvez porque o pré-colageno Il reflita
a fibrose pulmonar que se segue no curso da lesdo pulmonar aguda (CLARK e
COLS., 1995). Chesnutt e colaboradores também encontraram niveis maiores
de pro-colageno Il 24 h apds a intubagao endotraqueal nos pacientes com LPA
do que nos pacientes com edema hidrostatico. Ademais, este estudo confirma
a maior mortalidade nos individuos com LPA que apresentavam niveis
elevados de colageno no BAL (CHESNUTT e COLS., 1997). A substituicdo do
colageno tipo Il pelo colageno tipo |, que é mais rigido, pode ser responsavel
por problemas na troca gasosa e por alteragdes fisioldgicas que ocorrem nos
estagios tardios da fibrose (ENTZIAN e COLS.,1990).

A quantidade de deposigao de colageno ira depender de diversos fatores
como: a extensdo da lesdo celular submetida ao tecido, a intensidade de
proliferacdo dos fibroblastos e os mediadores presentes na inflamacéao
(STRIETER., 2008). Outros fatores parecem estar também relacionados com a

deposigao do colageno incluindo a hipoperfusao vascular e as alteragées na
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PaO, que ocorrem durante a lesdo pulmonar. O fator de crescimento
transformador-p (TGF-B) e outros peptideos relacionados a insulina podem
induzir o aumento da secrec¢do de colageno pelos fibroblastos e pelas células
musculares lisas, além de indiretamente inibir a producdo e a atividade das
colagenases (MEDURI, 1999). A medida que ocorre progress&o do reparo do
tecido, os fibroblastos sintetizam e depositam grandes quantidades de
componentes da matriz extracelular. A sintese do colageno pode ser
intensificada por diversos fatores incluindo: fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), familias dos fatores de crescimento (FGF), TGF- e
citocinas (interleucinas 1 e 4) que sao secretadas pelos fibroblastos e por
neutréfilos. Entretanto, a deposi¢cédo do colageno ndo depende apenas de sua
sintese, mas também de todo processo de degradagdo do mesmo (COTRAN e
COLS., 1999). Rocco e colaboradores avaliaram o remodelamento do
parénquima pulmonar em diferentes graus de LPA induzida por paraquat. O
paraquat (1,1-dimethyl-4,4 bipyridinium dichloride) € um herbicida catidnico,
nao seletivo, muito utilizado nos ultimos 40 anos em agricultura. Altamente
téxico quando inalado, moderadamente téxico quando ingerido por via oral e
pouco toxico quando em contato com a pele; sua administragdo em doses
elevadas causa dano oxidativo aos pulmoes, fibrose e faléncia respiratéria
(SCHENKER e COLS., 2004). Rocco e colaboradores observaram aumento
progressivo das fibras colagenas de acordo com o grau da lesdo pulmonar
aguda (ROCCO e COLS., 2001).

O sistema elastico € composto por fibras elasticas, elauninicas e
oxitalanicas (STARCHER, 2000). As fibras elasticas maduras aparecem como

um dos principais constituintes de tecidos conjuntivos que possuem



17

propriedades elastoméricas (extensibilidade), tais como o pulmao e grandes
vasos arteriais. Durante o desenvolvimento de uma fibra elastica,
primeiramente surge um simples feixe de microfibrilas seguida da deposi¢cao
gradual de material amorfo (elastina) entre as microfibrilas, até que as fibras
elasticas atinjam a maturagado completa. Diversos indicios apontam para o fato
de que os trés diferentes tipos de fibras do sistema elastico pertencem a uma
série continua, sendo a ordem cronoldgica caracterizada por: fibras oxitalanicas
(apresentam somente as microfibrilas), fibras elauninicas (com microfibrilas
intermediadas por grumos de material amorfo, elastina) e fibras elasticas
maduras (constituidas principalmente por elastina) (MECHAM, 1997).

A degradacdo das fibras da matriz extracelular ocorre devido as
necessidades do tecido em ajustar padrées qualitativos e quantitativos para
manter uma relagdo de equilibrio entre estroma/parénquima (MURPHY e
DOCHERTY, 1992). Em determinadas situagdes o desequilibrio entre a sintese
e a degradacao resulta na deposicdo ou retirada excessivas das
macromoléculas que compdem a matrix extracelular. Os fendmenos que
envolvem o remodelamento extracelular necessitam de enzimas especificas
para iniciar a degradagdo como as metaloproteases (degradam pelo menos um
dos componentes da MEC), sendo que as elastases degradam fibras elasticas
e as colagenases degradam o colageno. A atividade enzimatica da matriz
extracelular é regulada pelo balango entre as proteases e seus inibidores
especificos, como as [1-2 macroglobulinas (que inibem as metaloproteases) e
os inibidores das metaloproteases teciduais (TIMP) (SHAPIRO e SENIOR,
1999). A perda do equilibrio entre a expressao das proteases e seus inibidores

ira acarretar degradacdo tecidual (ex..doengas inflamatérias). O
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restabelecimento funcional de um tecido conjuntivo funcional torna-se o
principal objetivo no processo de reparo que ira ocorrer através da deposi¢cao
de macromoléculas fibrosas e néo fibrosas da matriz extracelular bem como

seu remodelamento pelas metaloproteases (PARKS, 2003).

I.2.c. Remodelamento Tecidual

A resposta proliferativa comecga imediatamente apds o inicio da lesao, na
tentativa de reparar o dano causado a membrana alvéolo-capilar (ROCCO e
COLS., 2001; BELLINGAN, 2002; STRIETER, 2008). Por proliferativa, entende-
se a resposta estereotipada de acao restauradora do tecido lesionado,
caracterizada pela substituicido das células epiteliais que sofreram necrose por
miofibroblastos e seus produtos de matriz extracelular nos espagos aéreos,
intersticio, bronquiolos respiratorios e parede vascular da microcirculacao intra-
acinar (GALEN e TOEWS, 1999). O recrutamento de células inflamatdrias e o
extravasamento de plasma para os espacos alveolares alteram o
microambiente alveolar, dando inicio ao processo de remodelamento, que pode
progredir até a fibrose ou restaurar arquitetura alveolar (GALEN e TOEWS,
1999). O processo de reparo tem inicio com a reversao do edema e a remogao
de proteinas soluveis e insoluveis que estdo presentes nos espacos alveolares
e intersticiais. A seguir, se observa a re-epitelizacdo precoce da membrana
alvéolo-capilar a partir da proliferacdo dos pneumdcitos tipo Il e da
neovascularizagao capilar pulmonar (angiogénese). Ao mesmo tempo, ocorre
proliferacédo de fibroblastos associada a deposi¢ao excessiva dos componentes
da matriz extracelular que contribuem para a reducdo da complacéncia e para

a perda da arquitetura alveolar normal (ARTIGAS e COLS., 1998).
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O exudato alveolar, contendo fragmentos de fibrina, fibronectina e outros
componentes da matriz extracelular forma uma cicatriz tridimensional que
mantém a arquitetura alveolar e previne a adesao imediata da membrana basal
exposta (desnuda). Esta matriz extracelular tridimensional proviséria também
permite que possa ocorrer a migracdao de células inflamatérias, epiteliais,
mesenquimais e endoteliais (MATTHAY, 2002). Um importante fator que
contribui no remodelamento tecidual é a existéncia de uma membrana alvéolo-
capilar integra, porque o reparo do pulmao lesionado envolve interagdes
complexas entre células epiteliais e endoteliais, fibroblastos, macréfagos
alveolares, fatores de coagulagdo, citocinas e fatores de crescimento
(STRIETER, 2008). Além disso, é necessario que o pneumacito tipo Il esteja
integro para que o surfactante seja sintetizado e para que os mecanismos
envolvidos na remocg¢ao do exudato alveolar continuem em funcionamento.
Quando houver integridade do epitélio alveolar e preservagdo da funcéo
epitelial, a remogao do exudato pode ser estimulada mesmo na presenca de
edema intersticial (BERTHIAUME e COLS., 2001; MATTHAY, 2002). O tipo de
célula epitelial que recobre a superficie alveolar ira depender, em parte, da
extensao da lesdao. Os pneumocitos tipo Il podem proliferar e se diferenciar em
pneumacitos tipo | nas areas pulmonares com menor lesdo (ADAMSON, 1974;
FOLKESSON e COLS., 1998). As células epiteliais influenciam no balango
fibrinolitico dentro dos espacgos alveolares através da sintese de uroquinase e
da inibicdo do ativador de plasminogénio. Assim, a persisténcia de fibrina na
fase fibrética da lesao pulmonar aguda, pode ser, pelo menos em parte, devido
a perda de células epiteliais ou alteracbes nas suas fungdes fibrinoliticas. O

influxo de fatores de coagulagao nos alvéolos também contribui para o acumulo
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de fibrina intra-alveolar. A remoc¢ao da fibrina intra-alveolar € um passo
importante da resolucdo da lesdao pulmonar. Se a fibrina extra-vascular é
removida, torna-se possivel reconstruir o espago alveolar normal. Caso isto ndo
ocorra, os fibroblastos migram para a matriz de fibrina e secretam colageno
intersticial formando cicatrizes de fibrose, espessamento da parede dos
alvéolos e obliteracao alveolar que depende do local e da extensao do exudato
residual (Galen e Toews, 1999).

Apesar do melhor entendimento da fisiopatologia da lesdo pulmonar
aguda (LPA) e da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) nos
ultimos anos, a maioria das abordagens terapéuticas empregadas nos
pacientes com LPA e/ou SDRA tem como objetivo: 1) manter a troca gasosa
adequada através de estratégias ventilatérias que diminuam a lesdo no
parénquima pulmonar provocado pelo estresse elevado (AMATO e COLS,,
1998; ARDS NETWORK, 2000), 2) estabelecer o suporte cardiovascular
através do controle do volume intravascular e hemodinamico (SCHULLER e
COLS., 1991; TUCHSCHMIDIT e COLS., 1992; YU e COLS., 1993) e 3)
assegurar uma nutricdo adequada (KROETZ, 1994). Adicionalmente, novas
estratégias terapéuticas foram empregadas: corticosteréide (MEDURI e COLS,
1997; STEINBERG E COLS., 2006), anti-proteases (WEISS, 1989), “soro” de
citocinas proé-inflamatérias (LANORE e COLS., 1993; FISHER e COLS., 1994;
ABRAHAM e COLS., 1995), inibidor de ciclo-oxigenase (BONE e COLS., 1989;
AUPT e COLS., 1991; FARMER e COLS., 1991; YU e COLS., 1993) anti-
oxidantes (BERNARD e COLS., 1994; SUTTER e COLS., 1994; BERNARD e

COLS., 1997), e reposicao de surfactante alveolar (MACINTYRE e COLS.,
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1994; ANZUETO e COLS., 1996) ndao mostrando resultados benéficos no que
tange a melhora funcional ou a taxa de mortalidade na SDRA.

Entretanto, poucas estratégias de tratamento encontram-se direcionadas
para corrigir as alteracbes determinadas pela fisiopatologia da doencga, cujo
objetivo seria diminuir a gravidade da lesao inicial através da promocgao do
reparo das barreiras endotelial e epitelial. Neste sentido, com resultados
promissores através da utilizacdo de células-tronco em outros campos da
medicina, como a cardiologia (ORLIC e COLS., 2001; JACKSON e COLS,,
2001) e neurologia (KOPEN e COLS., 1999; LIU e COLS., 2000; FREED e
COLS., 2001), algumas hipoteses comegaram a ser analisadas no intuito de
avaliar a possibilidade do uso da terapia com células-tronco em animais com
lesdo pulmonar (aguda ou crbénica) (KRAUSE e COLS., 2001; KOTTON e
COLS., 2001; GROVE e COLS., 2002; ORTIZ e COLS., 2003; WANG e COLS,,
2005). Logo, é fundamental a descoberta de novas alternativas terapéuticas na
tentativa de minimizar o processo inflamatério e de fibrogénese relacionados a

LPA/SDRA, bem como reduzir a taxa de mortalidade.

[.3. Células-tronco
I.3.a. Conceito

As células-tronco sao células indiferenciadas, com capacidade de se
auto-replicar (gerar cépias de si mesma) por periodos indefinidos através da
vida do organismo. Sob determinadas condigcbes ou a partir de estimulos
adequados, as células-tronco (dependendo da sua potencialidade), podem se
diferenciar em muitos tipos celulares diferentes que constituem o organismo,

até atingir o estagio final de diferenciagao (célula madura), com caracteristicas
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e fungdes especializadas, como por exemplo, células epidérmicas, hepaticas,
vasculares, pancreaticas, musculares e nervosas (LOEFFLER e POTTEN,
1997; PITTENGER e COLS. 1999; KOPEN, 1999; KOTTON e COLS. 2001;
ALISON e COLS. 2001; JANES e COLS. 2002; MATHUR, 2004). Podem se
dividir assimetricamente (modelo aleatdrio), sendo uma célula-filha semelhante
a célula-mae e outra dando origem a uma linhagem progenitora comprometida

(Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Representacao de divisdo das células-tronco. Células-tronco embrionarias
(CE). Cel. = célula.
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Figura 2. Representagéo tradicional da trajetdria de renovagao celular em
tecidos adultos. Adaptado de NEURINGER e SCOTT, Respiratory Research,
2004.

1.3.b. Classificacao

As células-tronco podem ser classificadas de diferentes formas:
anatomicamente, funcionalmente ou através de marcadores de superficie
celular, fatores de transcricdo e pelas proteinas que elas expressam. Quanto a
sua natureza, elas podem ser distinguidas em: células-tronco embrionarias

(ESC) e células encontradas no tecido somatico adulto, conhecidas como
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células-tronco adultas (AS). Para a compreensao mais didatica da familia de
células-tronco, foi criada uma classificacdo hierarquica quanto ao potencial de
diferenciagao celular de cada uma, sendo divididas em: 1) células-tronco
totipotentes, 2) pluripotentes, 3) multipotentes e 4) unipotenciais.

As células-tronco totipotentes sao capazes de formar todos os 216 tipos
de células diferenciadas e tecidos do organismo, além de células trofoblasticas,
da placenta e corddo umbilical. Possuem a habilidade de permanecerem
indiferenciadas e de proliferarem indefinidamente in vitro. As células
totipotentes sdo aquelas presentes nas primeiras fases da divisdo, quando o
embrido tem até 16 - 32 células (até trés ou quatro dias de vida). As células-
tronco pluripotentes sdo capazes de se diferenciar em quase todos os tipos
celulares exceto placenta e anexos embrionarios. Essas células se originam a
partir das trés camadas germinativas (endoderma, mesoderma e ectoderma)
com aproximadamente cinco dias ap6s a fertilizagado (32 - 64 células), ja com
embrido implantado. Elas possuem intensa capacidade de replicagdo. As
células-tronco embrionarias formam a camada mais interna do blastocisto e
sdo consideradas pluripotentes (Figura 3). Ja as células-tronco multipotentes
sdo capazes de produzir um numero limitado de linhagens de células
diferenciadas de acordo com sua localizacdo e sdo encontradas principalmente
no tecido adulto. Elas dardo origem apenas aos tipos celulares do proprio
tecido onde residem (MATHUR, 2004). Entretanto, o uso do termo
“multipotencial” pode ser redundante, visto que, algumas células-tronco adultas
podem ser locomover do seu local de origem e se diferenciar em células que
estejam em outro microambiente. Finalmente, as células-tronco unipotentes

possuem menor potencial para diferenciagao, ou seja, é a célula-tronco de um
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organismo adulto que é capaz de se diferenciar em apenas uma unica

linhagem celular.
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Figura 3. Determinagéo da linhagem celular durante a embriogénese e geragéo
das células-tronco embrionarias pluripotentes. Adaptado de NEURINGER e
RANDELL, Respiratory Research, 2004.

I.3.c. Células-tronco Embrionarias

As células-tronco embrionarias (CE) foram, inicialmente, isoladas em
camundongos e, mais recentemente, em humanos (EVANS e KAUFMAN, 1981;
THOMPSON e COLS. 1998; REUBINOFF e COLS. 2000). As células-tronco
embrionarias sao pluripotentes (ou multipotentes) e, portanto, capazes de se

diferenciarem em qualquer tipo celular presente no organismo adulto
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(MARSHAK COLS. 2001) (Figura 4). Elas podem ser isoladas e colocadas em
cultura, onde continuam a se replicar e ainda apresentam potencial para se
diferenciar.

As células-tronco embrionarias humanas em seu estagio indiferenciado
podem ser identificadas através de marcadores caracteristicos, como por
exemplo; antigenos embrionarios especificos (SSEA-3 e SSEA-4) e
glicoproteinas (TRA-1-60, TRA-1-81). Elas também expressam fosfatase
alcalina, possuem atividade de telomerase elevada, bem como apresentam
fator de transcricdo Oct-4. As células- tronco embrionarias humanas podem ser
induzidas ao processo de diferenciacdo a partir da substituicdo especifica do
meio de cultura a que estdo submetidas e adicionando fatores de crescimento
ao meio de cultura ou alterando a composi¢cdo quimica da superficie onde as
células estdao crescendo (ODORICO e COLS., 2001). As células-tronco
embrionarias também podem ser induzidas a diferenciagdo através da

introducéo de genes nas células via transfecgéo.
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Figura 4. Determinagao da linhagem celular a partir de meios de cultura e
geracdo das células-tronco embrionarias pluripotentes. ES — célula-tronco
embrionaria. LIF — fator de crescimento fibroblastico.

[.3.d. Células-tronco Adultas

As células-tronco adultas, como todas as células-tronco, possuem pelo
menos duas caracteristicas fundamentais. A primeira consiste na capacidade
de formar copias de si proprias (auto-replicar) por periodos prolongados. A
segunda caracteristica primordial reside na capacidade de se diferenciar em
células maduras que possuem fenotipos morfolégicos distintos e funcdes
especializadas. Elas sado encontradas em varios tecidos e o6rgdos onde a
necessidade de reposicao celular seja prépria da homeostasia fisioldgica do

organismo, como medula dssea, epitélio e paredes intestinais. E relativamente
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recente a constatagdo de que outros tecidos e 6rgaos humanos como figado,
pancreas, musculos esqueléticos, tecido adiposo e sistema nervoso, tém um
‘estoque” de células-tronco residentes e uma capacidade limitada de
regeneragao apos lesdes (GRIFFITHS e COLS., 2005). Mais recente ainda, é
a idéia de que essas células-tronco adultas ndo sdo apenas multipotentes
(capazes de gerar os tipos celulares que compdéem o tecido ou o6rgao
especifico onde estdo situadas), mas também pluripotentes (podem gerar
células de outros 6rgaos e tecidos). Os pesquisadores demonstraram que as
células-tronco adultas podem exibir plasticidade (POULSON e COLS., 2002).

O termo plasticidade significa a propriedade que a célula-tronco adulta
tem em produzir células especializadas que estejam fora de sua linhagem
habitual de diferenciagdao. Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que as
células-tronco de medula 6ssea podem se “diferenciar” em células nervosas,
do sistema digestivo, figado, pancreas, cardiacas e pulmonares (MAKINO e
COLS., 1999; PITTENGER e COLS., 1999; ALISON e COLS., 2000; MEZEY e
COLS., 2000; KRAUSE e COLS., 2001; POULSON e COLS., 2001; DEB e
COLS., 2003; IANUS e COLS., 2003), como demonstrado na Figura 5. A lista
de tecidos maduros contendo células-tronco adultas tém crescido
progressivamente e inclui medula éssea, cérebro, medula espinhal, polpa
dental, vasos sanguineos, musculo esquelético, epitélio da pele e do sistema
digestivo, cérnea, retina, figado, pancreas e pulmdes. Células-tronco
hematopoéticas sdo raras, se encontram dispersas no tecido adulto e
apresentam comportamento diferenciado de acordo com o microambiente
exposto. Estima-se que 1 em 10.000 células na medula éssea seja uma célula-

tronco adulta (WEISSMAN, 2000).
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As evidéncias para a presenca de células progenitoras residentes nos
pulmdes necessarias para manutencao do tecido sao recentes (NEURINGER e
COLS., 2004). Enquadram-se neste grupo: células de Clara consideradas
progenitoras das células epiteliais de vias aéreas e, juntamente com os
pneumdocitos tipo Il, sdo capazes de reconstituir o epitélio pulmonar
(GIANGRECCO e COLS., 2002; OTTO e COLS., 2002; HERZOG e COLS,,
2003). Essas células residentes sdo capazes de realizar reparos em pequenas
lesdes, substituindo as células responsaveis pela fungdo do érgao em questao;
no entanto, elas ndo sao capazes de restabelecerem a fungcdo ou realizarem
reparos em lesbdes extensas. Logo, € necessario buscar fontes alternativas

dessas células para a finalidade terapéutica (MAJKA e COLS., 2005).

Vvasos sanguineos
do coragao

Figura 5. Plasticidade das células-tronco adultas. Adaptado de YEN e COLS.,
2006.
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A medula éssea de adultos é tradicionalmente um 6rgao composto de

dois sistemas: hematopoético e mesenquimal (BIANCO e GEHRON, 2001).

I.3.e. Células-tronco derivadas de medula 6ssea
[.3.e.1. Células-tronco Hematopoéticas

As células-tronco hematopoéticas (HSC) sdo multipotentes, com alta
capacidade de proliferacdo. Elas sao definidas funcionalmente como células
responsaveis pela manutengao e reconstituicdo de toda a linhagem sanguinea
de células incluindo as células do sistema imune. As HSC podem ser
identificadas a partir do sangue periférico, do sangue do cordao umbilical, da
medula dssea e possuem propriedades como: auto-renovacéao e diferenciagao,
mesmo que diminuta, em outros tipos celulares especializados (HERZOG e
KRAUSE, 2006). Por razdes praticas, estas células sao distinguidas, com
frequéncia, em relagdo aos marcadores de superficie que apresentam ou pela
habilidade de efluir o corante Hoechst. Logo, células que apresentam
determinadas combinacbes de receptores de superficie podem ser
consideradas como HSC. Até o momento, células que expressam somente
CD45+ ou que possuem as seguintes combinacdes: Thy-1.1°Sca-1"Lineage™,
Lineage”°Sca-1*cKit", Lineage”°Sca-1*cKit'CD34" e Lineage™Sca-1'c-
kit'CD38" tém sido utilizadas com sucesso nos experimentos de repopulacdo
(SPANDGRUDE e COLS., 1988; OSAWA e COLS., 1996 e RANDALL e
COLS., 1996). Utilizando-se anticorpos monoclonais especificos e a técnica de
fluorescence-activated cell sorting (FACS) ou magnetic-assisted cell sorting

(MACS) os receptores de superficie e, consequentemente, as HSC podem ser
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identificadas (isoladas) e utilizadas em pesquisa ou transplante de células
(THOMAS E COLS, 1999).
[.3.e.2. Células-tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais ou células-tronco estromais sédo uma
subpopulagao de células-tronco, presente na medula éssea, distinta das HSC.
As células-tronco mesenquimais podem ser encontradas na prépria medula
6ssea onde influenciam a modulagdo da quiescéncia, a auto-renovacéo,
proliferagdo, maturacao e apoptose HSC (DENNIS e COLS., 2002). Acredita-se
que as células-tronco mesenquimais possuam potencial para se diferenciar em
células hematopoéticas estromais, células musculares, fibroblastos,
osteoblastos, condroblastos (tendao e ligamento) e adipdcitos (CAPLAN, 1991;
PROCKOP, 1997; PITTENGER e COLS., 1999; PITTENGER e MARSHAK,
2001) como demonstrado na Figura 6. Apesar de ainda controverso, alguns
autores demonstram que as células-tronco mesenquimais podem se diferenciar
também em tecidos n&o estromais, incluindo as células epiteliais pulmonares
(PEREIRA E COLS., 1995; LIECHTY e COLS., 2000; JIANG e COLS., 2002;
KOTTON e COLS., 2001; SPEES e COLS., 2003; ORTIZ e COLS., 2003;
ROJAS e COLS., 2005; WANG e COLS., 2005; POPOV e COLS. 2007). Estes
trabalhos fornecem grande evidéncia para explorar o potencial uso das MSCs
no tratamento de doencas pulmonares.

Essas células foram inicialmente isoladas in vitro (FRIEDENSTEIN e
COLS., 1974), tendo grande capacidade de aderéncia a superficie de cultivo do
tecido e grande potencial de diferenciagdo. As células-tronco mesenquimais
podem ser facilmente obtidas a partir de intensa “lavagem” do aspirado de

células, que estdo aderidas a placa de cultura da medula 6ssea de humanos,
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ratos ou camundongos (KREBSBACH e COLS., 1997; COLTER e COLS,,
2000; BARBASH e COLS., 2003). Apesar da reduzida capacidade em se
diferenciar em outras linhagens celulares, alguns autores demonstraram a
diferenciacao de células-tronco mesenquimais em osteoblastos, condroblastos,
adipocitos (PROCKOP e COLS., 1997; PITTENGER e COLS., 1999), musculo
esquelético, células de musculo cardiaco, células endoteliais, hepatdcitos,
neurénios, oligodendrécitos, astrocitos e células epiteliais (JIANG e COLS.,
2002; YAMADA e COLS., 2004; ROJAS e COLS. 2005; POPOV e COLS.
2007). As células-tronco mesenquimais chegam a expandir até 1 bilhdo de
vezes, quando em cultura por 8 semanas (COLTER e COLS., 2000). Por nao
apresentarem potencial carcinogénico, essas células vem apresentando grande
interesse no que concerne seu uso terapéutico (KRAUSE e COLS., 2001;

ORTIZ e COLS, 2003; ROJAS e COLS. 2005).
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I.4. Células-tronco e Tecido Pulmonar

Os pulmdes sdao uma estrutura tri-dimensional complexa formada por
diversos tipos celulares epiteliais morfologicamente distintos, que estédo
dispostos através de vias aéreas que se bifurcam até os alvéolos. A grande
complexidade intrinseca, somada aos diversos aspectos unicos da estrutura
pulmonar e de sua biologia, faz com que haja dificuldade em se identificar
células-tronco pulmonares.

Diferentemente das outras superficies epiteliais (ex.: pele e trato
gastrointestinal), os epitélios das vias aéreas e alvéolos apresentam um
turnover celular lento e pequena capacidade regenerativa. Esta quiescéncia
tecidual impede a identificacdo de células-tronco residente pulmonares. Outro
aspecto relevante seria a dificuldade técnica a qual esta relacionada a analise
histolégica de um 6rgdo que possui uma interface gas-tecido. Apesar dessas
limitagbes, diversos tipos de células pulmonares progenitoras ja foram
identificadas nas regides proximal e distal pulmonares. Nas vias aéreas
proximais, células basais, células de Clara e células que residem nas glandulas
submucosas demonstraram possuir fungdes progenitoras (BREUER e COLS.,
1990; BOERS e COLS., 1998; BORTHWICK e COLS., 2001 e HONG E COLS.,
2004). As células de Clara residentes no interior dos corpos neuroepiteliais
(REYNOLDS e COLS., 2000) ou das jungdées do ducto broncoalveolar
(GIANGRECCO e COLS., 2002) também demonstraram contribuir para o
reparo epitelial das vias aéreas depois de ocorrida lesdo por naftaleno. Na
regido mais distal pulmonar, onde ocorre troca gasosa, os pneumacitos tipo |l
sdo as células associadas a fungao progenitora do epitélio alveolar, ja que

possui a capacidade de auto-regeneracao e diferenciagdo em pneumacitos tipo
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I (MASON e WILLIAMS, 1977). Estudos in vitro demonstram o potencial onde
células em cultura com fenoétipo de pneumdacitos tipo Il se diferenciaram em
pneumacitos tipo | (BRODY e WILLIAMS, 1992). Além disso, um estudo
realizado in vivo, a partir da incorporacdo de timidina ao nucleo da célula,
demonstrou diferenciacdo dos pneumdcitos tipo Il em tipo | apds lesao
pulmonar (EVANS e COLS., 1973, 1975; ADAMSON e BOWDEN, 1974, 1979).

Estudos realizados em camundongos sugerem que as células-tronco de
medula éssea podem ser utilizadas como progenitoras de células diferenciadas
de orgaos solidos. Estes achados modificaram o pensamento de que as
células-tronco de medula dssea adulta tinham uma natureza fixa, e passaram a
considerar a hipotese de existirem células-tronco de medula 6ssea que estejam
circulando pela corrente sanguinea. Os resultados que dao suporte a este novo
paradigma provéem de experimentos realizados em camundongos irradiados
que foram submetidos ao transplante de células-tronco de medula éssea cujas
células doadoras foram marcadas com proteina verde fluorescente (GFP), -
galactosidade, lac-Z ou cromossomo-Y (LAGASSE e COLS., 2000; KRAUSE e
COLS., 2001; JIANG e COLS., 2002). Nestes estudos, as células epiteliais
derivadas da medula foram identificadas subsequentemente através de co-
localizag&o histoldégica do marcador utilizado, juntamente com os marcadores
especificos de diferenciagéo. A partir desta abordagem experimental prévia, as
células-tronco de medula Ossea passaram a serem consideradas como
progenitoras para uma variedade de tipos celulares epiteliais em varios 6rgaos
inclusive os pulmdes (ALISON e COLS., 2000; KLEENBERGER e COLS., 2003
e SURAT e COLS., 2003). Os estudos realizados com transplante de células

em camundongos, em sua maioria, foram realizados utilizando 3 populagdes de
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células de medula Ossea: aspirado de células mononucleares, células
mesenquimais (MSC) ou preparagdes enriquecidas para células-tronco
hematopoéticas (HSC).

Um dos primeiros estudos a demonstrar que células-tronco de medula
Ossea eram capazes de migrar para o tecido pulmonar foi realizado por Pereira
e colaboradores (1995), onde células-tronco mesenquimais marcadas com
mini-gene humano para colageno tipo | foram transplantadas em camundongos
irradiados e analisadas através de PCR in situ. Apés 30 dias, o mini-gene
humano colageno tipo | estava expresso nas células pulmonares dos animais
receptores. Ademais, estas células encontravam-se difusamente distribuidas
entre brénquios e alvéolos indicando que poderiam se tornar células
progenitoras para o tecido pulmonar. Entretanto, o estudo, ndo foi capaz de
identificar diferenciacao celular (PEREIRA e COLS., 1995).

Krause e colaboradores constataram implantagdo significativa de
células-tronco hematopoéticas transplantadas em camundongos, que se
diferenciaram em pneumdacitos tipo Il e em células epiteliais das vias aéreas.
Nesse estudo, as células doadoras utilizadas eram de camundongo-macho e
apos serem selecionadas (separagao por tamanho, deplecédo da linhagem e na
capacidade rapida de migragao) foram utilizadas para realizagao do transplante
na camundongo-fémea cuja medula Ossea sofrera ablagdo. As células
implantadas foram identificadas pelo principio de co-localizacdo do
cromossomo-Y e através de marcadores especificos de células epiteliais
pulmonares. Os niveis de implantagdo dos pneumdcitos Il alcangaram 20%
ap6s 11 meses do transplante das células-tronco hematopoéticas (KRAUSE e

COLS., 2001).
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Kotton e colaboradores injetaram intravenosamente cerca de 1 - 2 x 10°
de células-tronco mesenquimais (lacZ') em camundongos que ndo receberam
ablacao prévia da medula 6ssea. Nesse estudo, as células medulares foram
purificadas através da adesdo ao plastico (placa de cultura) e colocadas em
cultura por 1 semana. Apos 5 a 30 dias da injecdo intravenosa de células-
tronco nos animais sem lesao e com lesdo pulmonar induzida por bleomicina,
um pequeno numero de células se implantou no tecido pulmonar com
caracteristicas morfolégicas de pneumdacitos I. Além do aspecto morfolodgico de
pneumocitos |, estas células exibiam caracteristicas moleculares de
pneumdacitos | como expressdo de marcadores de superficie, T1-a, aquaporina-
5 e ligacéo da lecitina Lycopersicon esculentum. O percentual de implantagcéo
foi mais intenso nos animais com lesdo pulmonar induzida pela bleomicina.
Apesar de terem realizado uma analise cuidadosa, ndo foram encontrados
sinais de implantacdo e diferenciacdo de pneumdcitos Il. Este é um dos
estudos precursores, que demonstraram que os pneumocitos tipo | nao
apresentam apenas uma linhagem precursora proveniente das células
residentes pneumacitos tipo |l. Ademais, esse estudo sugere o uso de células-
tronco de medula 0ssea para terapia regenerativa quando houver lesdo ao
epitélio alveolar (KOTTON e COLS., 2001).

Ortis e colaboradores encontraram resultados semelhantes aos de
Kotton e colaboradores apds implantacdo de células-tronco mesenquimais no
pulm&o com les&o por bleomicina. Essas células foram localizadas em regides
pulmonares lesionadas e apresentaram caracteristicas morfolégicas de células
epiteliais alveolares tipo Il. Eles observaram que a administracdo de células-

tronco mesenquimais imediatamente apds exposicdo a bleomicina reduziu
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significativamente o grau de lesdo ocasionado pela mesma ao parénquima
pulmonar através da reducao da inflamagao e da deposicdo de colageno no
tecido. Resumidamente, os autores (ORTIS e COLS., 2003) demonstraram,
através de um modelo murino, que as células-tronco mesenquimais migram
para o pulmdo em resposta ao estimulo lesivo (bleomicina), adotam um
fendtipo epitelial (pneumacitos Il) e alteram o curso da evolugao da doenga por
reduzirem a inflamacao e a deposi¢ao de colageno no tecido pulmonar.

Rojas e colaboradores observaram que as células-tronco derivadas de
medula 6ssea sao importantes no reparo do parénquima pulmonar. Eles
observaram que o0s animais lesionados com bleomicina apresentaram um
aumento significativo na expressao génica de algumas citocinas pro-fibroticas e
inflamatodrias (IL-1p, IL-2, IL-4 e IFN-y), retornando a valores basais, quando
estes animais eram tratados com as células-tronco (ROJAS e COLS., 2005).
Vale ressaltar que esse trabalho utilizou células mesenquimais derivadas de
medula éssea na tentativa de tratar a fibrose pulmonar induzida por bleomicina.
Gupta e colaboradores administraram células mesenquimais derivadas de
medula Ossea diretamente aos espacos alveolares 4h apds induzir lesao
pulmonar por endotoxina de Escherichia coli (5 mg/kg). Os autores observaram
que os animais submetidos a terapia celular apresentaram reducao da
mortalidade, do edema pulmonar e de proteinas no lavado bronco-alveolar
(BAL). Ademais, houve redugao das citocinas inflamatérias como TNF-o,, MIP-2
e aumento das citocinas anti-inflamatérias, como IL-10. Concluiram entao, que
a terapia com células derivadas de medula 6ssea reduz a gravidade da leséo

pulmonar causada por LPS (GUPTA e COLS., 2007).
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Aprofundando os estudos sobre a contribuicao das células derivadas de
medula Ossea para a regeneragao pulmonar, Yamada e colaboradores
constataram que o estimulo inflamatério induzido pelo lipopolissacarideo
instilado intratraquealmente acarretou nédo sé uma rapida liberagdo de células
inflamatorias, mas também de células derivadas de medula éssea para o
pulmado. Nesse trabalho os autores utilizaram camundongos transplantados
com células provenientes de camundongos GFP apés a ablagdo da medula
O6ssea por irradiacdo. Com esse modelo eles evidenciaram que as células
derivadas de medula dssea se diferenciaram em epitélio alveolar ou em células
endoteliais dos capilares pulmonares, 1 semana apos a inje¢gao das células.
Assim, tal estudo comprovou que nesse modelo de lesado, ocorria recrutamento
de células-tronco derivadas de medula na tentativa de recuperar o tecido
previamente lesado (YAMADA e COLS., 2004)

Somando-se a isso, Matute-Bello e colaboradores, mostraram como a
re-populacédo de células pulmonares ocorria temporalmente apés indugao de
lesdo por irradiagdo corporea juntamente com o transplante de células
derivadas da medula dssea. Utilizando-se animais quimeras com células GFPs
como doador, eles observaram que 30 dias apds o transplante cerca de 47%
das células residentes pulmonares expressavam GFP, aumentando para 75%
aos 60 dias e 80% aos 90 dias. Isso mostra o aumento progressivo do numero
de células do doador no pulmdo ao longo do tempo (MATUTE-BELLO e
COLS., 2004).

Contrariamente ao observado nos estudos anteriores, Hashimoto e
colaboradores constataram que a terapia celular (transplante de 4 x 10° células

mononucleares derivadas da medula éssea) piorava o quadro de fibrose
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pulmonar induzida por bleomicina. Utilizando animais quimera (que possuiam
células GFP positivas apenas na medula 6ssea) observaram que um numero
substancial de células derivadas da medula possuiam semelhanga morfolégica
a dos fibroblastos (principais células responsaveis pela deposi¢cao de colageno
no organismo) que migravam para o pulmao, sendo que mais de 27% dessas
células GFP positivas expressavam colageno tipo | agravando o quadro de
fibrose pulmonar (HASHIMOTO e COLS., 2004).

Apesar da diversidade de estudos na literatura evidenciando a migragao
e a plasticidade das células-tronco derivadas de medula 6ssea em tecidos
pulmonares, alguns autores nao corroboraram tal caracteristica (WAGERS e
COLS., 2002; CHANG e COLS., 2005; KOTTON e COLS., 2005). Wagers e
colaboradores transplantaram células-tronco hematopoética expressando GFP
(positiva) e KTLS (c-kit positiva, thy-1, Sca-1 e lin") em animais irradiados e
comprovaram que havia reconstituicdo completa da medula éssea, mas nao
havia sinais de “transdiferenciacdo” em tecidos nao-hematopoéticos como
pulmbes, rins e trato gastro-intestinal. Ademais, poucas células GFP+ foram
encontradas no cérebro e figado (WAGERS e COLS., 2002), concluindo que a
“transdiferenciacdo” seria um evento muito raro. No intuito de esclarecer a
controvérsia existente na re-populagao do epitélio alveolar por células-tronco
derivadas de medula 6ssea, dois outros autores (CHANG e COLS., 2005 e
KOTTON e COLS., 2005) realizaram estudos em que células mononucleares
derivadas de medula éssea foram incorporadas com GFP e SP-C (proteina C
do surfactante) e a seguir transplantadas em camundongos irradiados. Apesar
das diferentes técnicas utilizadas para visualizacdo das células-doadoras,

ambos autores nao conseguiram demonstrar que havia reconstituicdo do
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epitélio pulmonar pelas células mononucleares ou pelas células-tronco
hematopoéticas purificadas uma vez que quando foram excluidos fenébmenos
de auto-fluorescéncia, células mortas ou células sanguineas que contaminaram

a amostra, nao havia reconstituicdo epitelial detectavel.

I.5. Mecanismos e Processos de Quimioatracdo e Diferenciacéo
Celulares
I.5.a. Mobilizacdo Celular por Quimioatracao

A natureza dos sinais envolvidos no recrutamento das células-tronco no
pulm&o bem como em outros 6rgaos, sua extensa implantacéo e seu efeito nas
doencgas ainda nao estao bem estabelecidos (ORTIZ e COLS., 2003).

Muitos fatores liberados por epitélios lesados auxiliam na migracao de
células-tronco hematopoéticas (HSCs) da medula, e um deles € o SDF-1a
(fator derivado de células de estroma), descrito também como quimioatraente
de HSCs para areas necréticas do figado (HATCH E COLS., 2002). Nesse
contexto, Hashimoto e colaboradores observaram que as quimiocinas (CXC)
liberadas pelas células inflamatérias no pulmdo lesado poderiam ser
importantes para o influxo de células derivadas de medula 6ssea para o
pulmao. A expressdo de RNAm para SDF-1a se elevou no pulmao lesado em
relacdo ao controle, sendo especulado seu envolvimento nesse mecanismo

molecular (HASHIMOTO e COLS., 2004).

I.5.b. Mecanismos de Plasticidade Celular
Varios mecanismos sdo especulados em relacdo a plasticidade das

células derivadas de medula 6ssea. Dentre esses, a “transdiferenciacdo”



42

pode ser definida como um processo de diferenciagdo de um tipo celular
para outro diferente do anterior (DANTO e COLS., 1995; GRIFFINS e
COLS., 2005). Quando uma célula-tronco hematopoética, por exemplo, se
diferencia diretamente em outro tipo celular diferente ao que estava
comprometido, temos uma “transdiferenciacao” direta. Nesse processo
ocorre uma mudanga na morfologia € na programagao genética da célula.
Essa “transdiferenciacdo” ao nivel molecular ocorre através da alteragao
da expressao de um gene regulador mestre que define as caracteristicas
de uma célula especifica (HERZOG e COLS., 2003; WAGERS e COLS.,
2004; HERZOG e COLS., 2007).

Outro mecanismo discutido seria a fusdo celular, na qual duas
células se fundem formando um heterocarion (dois ou mais nucleos). O
interessante € que nem sempre ocorre a reprogramagao génica como
resultado dessa fusdo, nao caracterizando, dessa forma, a formagao de um
novo tipo celular como na plasticidade. Para investigar se o processo de
diferenciagao celular em resposta a lesao tecidual ocorria através de fuséo
celular, Spees e colaboradores utilizaram um modelo in vitro de células-
tronco mesenquimais em co-cultura com células epiteliais de pequenas
vias aéreas de humanos. Os autores encontraram que algumas células
mesenquimais se diferenciaram em células epiteliais e expressavam genes
caracteristicos das mesmas, enquanto que, outras células mesenquimais
se fundiram diretamente com as células epiteliais (fusdo nuclear) (SPESS
e COLS., 2003). No ano seguinte, Harris e colaboradores desenharam um
estudo para comprovar a fusao celular através da utilizagdo de um sistema

de recombinase Cre/lox juntamente com a (-galactosidase e amplificaram
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a expressdao da proteina verde fluorescente (GFP) em camundongos
transgénicos para identificar células epiteliais nos pulmdes, figado e pele.
Os autores verificaram que as células epiteliais alveolares podem se
desenvolver a partir das células-tronco derivadas da medula 6ssea sem
que ocorresse fusao celular (HARRIS e COLS., 2004). Entretanto, esse
mecanismo persiste controverso (SPEES e COLS., 2002; HERZOG e
COLS., 2003; 2006 e 2007; HARRIS e COLS., 2004).

Herzog e colaboradores realizaram um estudo experimental em que
utilizaram modelo murino de inflamagao pulmonar e transplantaram células
derivadas de medula 6ssea de doadores machos em fémeas para verificar
se havia formacao de heterocarion de células medulares com pneumacitos
tipo Il com lesdo. Os autores concluiram que havia reprogramacao
especifica de pneumdacitos Il pés-transplante de células e que isso se devia
principalmente a formagdo de heterocarion (HERZOG e COLS. 2007).
Assim, mais estudos precisam ser realizados para estabelecer qual a
verdadeira contribuicdo tanto para a regeneracao tecidual quanto para a
possivel atuagdo na diminuicdo da inflamagdo em modelos de lesao

pulmonar.

[.5.c. Acdo Paracrina

Outro mecanismo que vem ganhando espago na comunidade
cientifica é o da possivel liberacdo de fatores celulares paracrinos oriundos
das células derivadas de medula 6ssea nos tecidos-alvo com leséo (DE
PALMA e COLS., 2005; GRUNEWALD e COLS., 2006). Um estudo

analisando os constituintes moleculares de meio condicionado de células
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mesenquimais derivadas de medula éssea mostrou que essas células sao
capazes de liberar citocinas como: interleucinas (IL-6 e IL-1), fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF-2 e FGF-7), fator de crescimento
placentario, fator transformador de crescimento (TGF-a), fator de necrose
tumoral (TNF-a) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF-A),
quando submetidas a condicdo de hipdxia. A utilizacdo desse meio em
lesdo muscular isquémica constatou atenuacao da resposta inflamatéria e
migracado de células endoteliais para reconstituir o tecido vascular lesado
em questao (KINNAIRD e COLS., 2004).

Utilizando-se meio condicionado com fatores liberados por células
derivadas de medula éssea (citocinas incluindo VEGF, IL-1, PDGF, e IGF-
1) em modelo de isquemia do miocardio em camundongos, Takahashi e
COLS constataram diminuigdo da area de fibrose cardiaca (TAKAHASHI e
COLS., 2006). Os possiveis mecanismos da agéo imuno-modulatéria de
células derivadas de medula 6ssea tém sido analisados em modelo ex-vivo
(AGGARWAL e PITTENGER, 2005). Os experimentos com co-cultura de
sub-populagcdes de leucécitos e células-tronco mesenquimais
demonstraram que as células-tronco mesenquimais podem secretar fatores
que modulam os fendtipos TH1 e TH2. Ademais, as células-tronco
mesenquimais diminuem a secre¢cao de citocinas inflamatérias na co-
cultura de leucdcitos (ex.: TNF-a) e promovem a secrecgéo de IL-4 e IL-10
pelas células T (AGGARWAL e PITTENGER, 2005). No entanto, um
estudo in vitro com co-cultura de células-tronco mesenquimais e células
epiteliais pulmonares tipo A-549 sinalizou que ocorra agao paracrina de

células epiteliais através da ativagédo da via da B-catenina influenciando a
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diferenciagdo das células mesenquimais, ja que estas passaram a
expressar marcadores epiteliais pulmonares como a citoqueratina-5 e 8,
pré-proteina C surfactante e zbnula de oclusdo-1. Para excluir a
possibilidade de fusdo celular, estas células foram separadas por uma
membrana impermeavel a passagem de células (POPOV e COLS., 2007).
Mas pouco se sabe a respeito da ocorréncia desse mecanismo in vivo no
pulmao. No intuito de analisar a agcdo paracrina causada pelas células
derivadas de medula éssea, Rojas e colaboradores induziram leséo
pulmonar por bleomicina em camundongos com medula éssea integra e,
observaram aumento de fatores de crescimento como G-CSF e GM-CSF.
Concluiram entdo, que os fatores liberados pelas células medulares
influenciaram o reparo, mas também preveniram a lesdo do parénquima
pulmonar (ROJAS e COLS., 2005). Xu e colaboradores desenvolveram
modelo de lesdo pulmonar induzida pela inje¢ao intra-peritoneal de LPS
seguida da injecdo de células derivadas de medula 6ssea. Os autores
observaram que a infusao de células medulares prevenia a inflamacgao, a

lesdo pulmonar e o edema (XU e COLS., 2007).

Il. Justificativa

A lesédo pulmonar aguda (LPA) é um termo utilizado para descrever a

resposta pulmonar a uma série de agressbes que acometem direta ou

indiretamente o tecido pulmonar. A Sindrome do Desconforto Respiratorio

Agudo (SDRA) representa uma condi¢do mais grave da lesdo pulmonar, onde

coexistem alteragdes inflamatérias por todo o pulmado seguido por fibrose

(TOMASHEFSKI, 1990; BERNARD E COLS., 1994; INGBAR, 2000).
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As células-tronco mesenquimais sao uma populagdo de células-tronco
da medula éssea distintas das células-tronco hematopoéticas. As células-
tronco mesenquimais podem se diferenciar em osteoblastos, condroblastos,
adipocitos e células do estroma hematopoético (PROCKOP, 1997;
PITTENGER e COLS.,1999). Estudos recentes sugerem que as células-tronco
mesenquimais também podem se diferenciar, apesar da reduzida frequéncia,
em tecidos nao estromais, incluindo até as células epiteliais pulmonares
(PEREIRA e COLS, 1995; LIENCHTY e COLS, 2000; JIANG e COLS, 2002;
KOTTON e COLS, 2001; ORTIZ e COLS. 2003; ROJAS e COLS., 2005;
POPOV e COLS., 2007). Ademais, a possibilidade de terapias que utilizam
células-tronco para uma intervencao efetiva nas doengas pulmonares vem se
tornando bastante promissora. Entretanto, a natureza dos sinais envolvidos no
recrutamento de células-tronco, na extensdo do seu implante nos tecidos e se
sua administragao € capaz de alterar a evolugao natural da doencga ainda nao
est&o esclarecidos.

Até o presente, os trabalhos cientificos demonstram evidéncias
sustentaveis para a possibilidade do uso de células-tronco no tratamento de
doengas pulmonares (aguda ou crénica) que cursem com lesdo da superficie
de troca gasosa, bem como de doengas em que o curso do remodelamento do
tecido pulmonar esteja comprometido (ISHIZAWA e COLS., 2003; YAMADA e
COLS., 2004; WANG E COLS., 2005; ROJAS e COLS., 2005). Entretanto, os
mecanismos de reparo induzidos pelas células-tronco ainda sado controversos
na literatura e precisam ser mais bem elucidados (KOTTON e COLS.,2005;

CHANG e COLS., 2005).
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Portanto, nosso estudo analisou através de um modelo experimental de
lesdo pulmonar aguda em camundongos, os efeitos da terapia com células
mononucleares derivadas de medula 6ssea no remodelamento do parénquima
pulmonar na lesdo pulmonar aguda. Para tal foram estudadas a mecanica e
histologia pulmonares e o conteudo de fibras colagenas no parénquima
pulmonar. Este entendimento faz-se necessario visto que podera nortear novas
condutas clinicas no sentido de oferecer outras abordagens terapéuticas a

melhora da funcio pulmonar em individuos com LPA/SDRA.
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[ll. Objetivos

O presente estudo visa a analisar o impacto da administragao de células
mononucleares derivadas de medula 6ssea sobre a mecanica e histologia
pulmonares em modelos murinos de lesdo pulmonar aguda induzida por
paraquat.

Para tal, serdo analisados as propriedades elasticas, resistivas e
viscoelasticas e/ou inomogéneas do pulmao, a morfometria do parénquima
pulmonar, a quantificacao de fibras colagenas e o grau de reparo do epitélio e

endotélio pulmonares.



Materialis e Métodos
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IV. Materiais e Métodos
IV.1. Animais utilizados

Foram utilizados setenta camundongos C57BL6 fémeas e machos,
oriundos do biotério do laboratério de Investigagdo Pulmonar do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os
animais receberam cuidados conforme o guia preparado pelo Comité de
cuidados e Uso dos animais de laboratério do Conselho Nacional de Pesquisas
dos Estados Unidos da América (U.S. Department of Health and Human Care
Services, 1985) e aprovado pela comissao interna do Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho.

IV.2. Desenho e Caracterizacdo dos Grupos Experimentais
IV.2.a. Inducédo da Les&do Pulmonar Aguda

Para se estabelecer e caracterizar o modelo de lesao pulmonar aguda
(LPA) em camundongos C57BL6 fémeas, foram utilizados 30 animais divididos
aleatoriamente em 2 grupos:

A — Grupo Controle (C): Seis camundongos, pesando aproximadamente
25 a 30 g, receberam injecédo de 0,1 mL de solucéo salina (NaCl a 0,9%) a
37°C, na cavidade peritoneal.

B — Grupo Paraquat (LPA): Vinte e quatro camundongos, pesando
aproximadamente 25 a 30 g, receberam injecdo de paraquat na dose de 10
mg/kg intra-peritonealmente (i.p.) com intuito de induzir a lesdo pulmonar

aguda (LPA).
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Ambos os grupos de animais foram submetidos a analise temporal da
mecanica e histologia pulmonares e dos componentes da matriz extracelular.
As analises foram realizadas nos seguintes tempos: 1 (LPA 1); 7 (LPA 2); 14
(LPA 3) e 30 (LPA 4) dias, respectivamente (n=6/tempo). Uma vez que nao
houve diferenca morfo-funcional nos grupos Controle nos diferentes tempos,
optamos por utilizar somente um grupo Controle (C). No esquema a seguir
(Figura 7) observa-se a escala temporal com a identificagdo dos procedimentos

experimentais.

Injecéo

Lol |

01 7 14 21 30

Figura 7. Escala temporal dos procedimentos do experimento na indugao da
LPA e analise da mecénica e histologia pulmonares, quantificagdo de fibras
colagenas. e Representa os dias da analise experimental.

IV.2.b. Tratamento com células monucleares derivadas de medula 6ssea
Foram utilizados quarenta camundongos C57BL/6 selvagens, obtidos do
biotério do laboratério de biologia celular e molecular do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho.
Como doadores, foram usados dezesseis machos C57BL/6 de um més

de idade, enquanto os animais tratados, identificados como receptores, foram
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fémeas de 1 més e meio a 2 meses de idade, que pesavam entre 25 e 30
gramas.

ApoOs ter estabelecido o modelo experimental de lesdo pulmonar aguda
(LPA), foram utilizados 24 camundongos C57BL6, fémeas, divididos em dois
grupos: controle (C) e LPA nos quais foram injetadas células monucleares de
medula o6ssea. Nos animais controle (C) (n=12) foi injetado
intraperitonealmente 0,1 mL de solugado salina estéril (NaCl) e no grupo com
lesdo pulmonar aguda (n=12) foi injetado 10 mg/kg de paraquat na cavidade
peritoneal. Cada grupo experimental (C e LPA) foi dividido em dois subgrupos
de acordo com a injecao intravenosa de solugao salina estéril ou de células
mononucleares de medula 6ssea. Em todos os grupos, mecanica e histologia
pulmonares (microscopia Optica e eletrbnica) e os componentes da matriz

extracelular (fibras colagenas) foram analisados.

1. Controle Salina (C-Sal) (n=6): animais com peso entre 25 e 30 g, em
que salina foi injetada na veia jugular externa 1 hora apds a injegao
de salina intra-peritoneal (0,1 mL).

2. Controle Célula (C-Cel) (n=6): animais com peso entre 25 e 30 g,
tratados com células mononucleares derivadas de medula 6ssea (2 x
10° células/200 pl de solucdo salina) que foram injetadas pela veia
jugular externa direita 1h apds a injegcéao de salina intra-peritoneal (0,1
mL).

3. Paraquat Salina (LPA-Sal) (n=6): animais com peso entre 25 e 30 g,
em que salina (0,1 mL) foi injetada na veia jugular externa direita 1

hora apds a inje¢ao de paraquat (10 mg/Kg)..
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4. Paraquat Célula (LPA-Cel) (n=6): animais com peso entre 25 e 30 g,

tratados com células mononucleares derivadas de medula 6ssea (2 %

10° células/200 pl de solucdo salina) que foram injetadas pela veia

jugular externa direita 1h apo6s a inje¢cao de paraquat intra-peritoneal

(10mg/KqQ)..

Esquematizagdo dos grupos experimentais e a analise temporal pode

ser observada na Figura 8.

Injecéo
de salina/paraquat
intra-peritoneal

| L,
| | dias
01h 7
@ .
l N Realizagao
> Dos

Injecéo de
Células
mononucleares
/ salina

experimentos

!

Andlise da mecanica e
histologia pulmonares

Figura 8. Representacdo esquematica e anadlise temporal dos grupos
experimentais que foram submetidos a injegdo de células mononucleares de

medula 6ssea.

A medida da mecéanica pulmonar e analise da histologia por microscopia

Optica foram realizadas no Laboratério de Investigacdo Pulmonar do Instituto



54

de Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ). A anadlise da histologia por
microscopia eletrénica e a quantificacdo das fibras colagenas e elasticas foram
realizadas no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (USP). O preparo e isolamento das células
monucleares derivadas de medula 6ssea foram realizados no Laboratério de
Fisiologia Celular e Molecular do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho

(UFRJ).

IV.3. Isolamento de células monucleares derivadas de medula 6ssea
IV.3.a. Extracédo e purificacdo das células.

Dezesseis camundongos machos (doadores) 6 a 10 semanas, normais,
foram anestesiados com éter etilico PA (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e
sacrificados com deslocamento cervical rapido.

Com o auxilio de pinca e tesoura estéreis retirou-se a pele e os
musculos adjacentes ao fémur e a tibia, evitando o rompimento da artéria
femoral. As epifises 6sseas foram cortadas, e a cavidade medular foi lavada
com meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Life
Tecnologies®, Grand Island, NY, EUA) utilizando uma seringa com agulha de
18 G colocada sobre um tubo estéril de poliestireno cénico de 15 mL (Falcon®).
As células foram homogeneizadas com auxilio de pipeta Pasteur, e em
seguida, centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O sedimento de células foi ressuspenso em DMEM sem soro e,
posteriormente, foi adicionado cuidadosamente sobre o Ficoll-Hypaque
(Histopaque 1077 — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) (CONGET e

MINGUELL, 1999). A seguir, as células foram centrifugadas a 1200 rpm
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durante 30 minutos a temperatura ambiente. O anel de células, formado apos
a centrifugacéao, na interface Ficoll-meio de cultura foi coletado e colocado em
um tubo de poliestireno conico de 15 ml (Falcon®). Este anel de células contém
células mononucleares (linfécitos e mondcitos) e células-tronco de medula
Ossea. As células foram ressuspendidas em solugao salina balanceada (BSS)
e centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi, entdo, desprezado, e esse processo repetido mais duas
vezes para retirar o Ficoll que possa ter sido coletado junto com o anel de
células. As células foram ressuspendidas em 1 ml de BSS e submetidas a
contagem para serem utilizadas.
IV.3.b. Contagem das células.

Uma aliquota de 1 uL de células foi diluida em 200 yL de acido acético
2% (Reagen®) (liquido de Turk) a fim de lisar as hemacias e evitar a contagem
das mesmas. Desta diluicdo, retirou-se 10 uL da suspensdo de células e
adicionou-se na camara de Neubauer (Hausser Scientific). O numero de
células redondas e brilhantes foi contado nos quatro quadrantes. Apds a
contagem, um total de 2 x 10° células em 200 pL de solucdo salina estéril
balanceada foram injetadas na veia jugular externa dos camundongos-fémeas
que receberam solucéo salina (0,1 mL) ou paraquat (10 mg/kg i.p.).
IV.3.c. Injecéo das células.
A via de escolha para a injegao das células foi a veia jugular, por ser uma
via mais direta de chegada aos pulmdes. Dessa forma, os animais foram
sedados com diazepam (1 mg) e em seguida anestesiados com
sevofluorano, sendo a veia jugular direita dissecada. Uma seringa de 1,0

mL foi utilizada para a injecdo das células (2 x 10° células) no sentido
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céfalo-caudal e um clamp metalico foi provisoriamente colocado para evitar

ocasionais perdas de sangue ou mesmo das células injetadas.

IV.4. Protocolo Experimental

Os animais foram pesados (balanca Filizola, modelo BR, Industrias
Filizola SA, SP, Brasil) e, entéo, foi injetado intra-peritonealmente (i.p.) solugao
salina (0,1 mL) ou paraquat na dose 10 mg/kg para induzir lesdo pulmonar
aguda.

De acordo com a caracterizagédo dos grupos experimentais, os animais
foram sedados com diazepam (1 mg i.p.), novamente pesados (balanga
Filizola, modelo BR, Industrias Filizola SA, SP, Brasil) e, entdo, anestesiados
com tiopental (20 mg/kg i.p.).

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena
mesa sob foco cirurgico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por
esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos horizontalmente
abduzidos a 90 graus em relagao ao corpo e os membros inferiores estendidos
em diagonal. Apés o posicionamento cirurgico, foi realizada uma incisdo
longitudinal, medial, de aproximadamente 1 cm de extens&o na face ventral do
pescog¢o dos animais seguida de divulsao dos tecidos até a exposigao completa
do tergo inicial da traquéia. A seguir, foram realizados a traqueostomia e a
introducéo de jelco 20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de didmetro
interno, sendo a canula fixada a por¢ao proximal da traquéia por meio de fios
de algodao.

O tubo traqueal do animal foi conectado a um pneumotacdgrafo para

pequenos animais, como descrito por Mortola e Noworaj (1983), para medida
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de fluxo aéreo (V’). O pneumotacografo utilizado consiste de uma canula
metalica com duas saidas laterais com as seguintes caracteristicas: diametro
interno = 1,5 mm, comprimento = 4,2 cm e distancia entre as saidas laterais =
2,1 cm. O gradiente de pressao através do pneumotacografo foi determinado
utilizando-se um transdutor diferencial de pressdo Scireq [SCIREQ® Scientific
Respiratory Equipment Inc. (SC-24), Montreal, Canada]. Essa forma de medir
fluxo aéreo, além de bem simples, € adequada, visto que, em animais de
pequeno porte, os fluxos baixos e as dimensdes traqueais reduzidas sao
responsaveis pela existéncia de fluxo laminar e, portanto, o fluxo aéreo pode
ser medido de acordo com a lei de Poiseuille, onde a diferenga de pressao
entre as saidas laterais do pneumotacdgrafo € proporcional ao V’. Através de
outra saida lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor diferencial de
pressdo Validyne MP45-2 (Engeneering Corp, Northridge, CA, EUA) para
medida da pressao traqueal (Ptr). A inexisténcia de mudangas abruptas no
didmetro do circuito (da traquéia até a extremidade da tubulagao) evitara erros
de medida de resisténcia ao fluxo (LORING e COLS., 1979; CHANG e
MORTOLA, 1981). O volume (V) mobilizado foi obtido por integracao digital do
sinal de fluxo. A calibragao dos transdutores de pressao foi realizada com o
auxilio de um tubo em "U" contendo agua destilada. A afericao foi realizada
antes de cada experimento para assegurar a confiabilidade do registro.

Os animais foram, entao, paralisados com brometo de pancurénio [0,005
mg/kg intravenosamente (i.v.) Pavulon®, Organon International Incorporation,
Nova Jersey, EUA], administrado na veia da cauda (i.v.), e o ventilador
mecanico para pequenos animais (Samay VR15, Universidad de la Republica,

Montevideu, Uruguai) foi acoplado a outra extremidade do pneumotacégrafo. O
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ventilador utilizado € composto por um conjunto de duas valvulas solendides,
permitindo, assim, o controle dos tempos inspiratério (entre 0 e 0,6 segundos) e
expiratorio (entre 0,11 e 1,18 segundos). Os camundongos foram, entao,
acoplados a protese ventilatoria e ventilados com volume corrente de 0,2 mL e
fluxo 1,0 mL/s. A frequéncia respiratoria foi regulada pelo equilibrio entre os
tempos inspiratério e expiratorio e a pausa inspiratoria.

Apos a adaptacdo ao ventilador mecanico, os animais foram submetidos
a incisado cirurgica por tesoura na linha média do abdémen justo abaixo do
apéndice xifoide. A incisao foi estendida, superficialmente, ao longo da parede
toracica sobre o esterno, sendo, entdo, a pele do animal retirada por tracao
lateral. A seguir, a incisdo abdominal foi estendida lateralmente, para esquerda
e para direita, seguindo o bordo inferior das costelas até atingir a linha axilar
anterior, bilateralmente. Com a cavidade abdominal aberta, foi possivel
visualizar o diafragma, que foi perfurado e seccionado segundo a mesma
orientacdo da abertura da parede abdominal. Imediatamente antes da
perfuragdo do diafragma foi instalada pressao positiva ao final da expiragao
(PEEP) de 2 cmH,0 (SALDIVA e COLS., 1992). A utilizagdo da PEEP evitou o
colapso alveolar e o desenvolvimento de atelectasias resultantes da retirada da
parede toracica.

ApoOs a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por cortes
longitudinais bilaterais no nivel das linhas axilares anteriores, em toda sua
extensao, e corte superior, abaixo da clavicula.

O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma
pausa de 5 segundos ao final da inspiragdo. Foram tomados cuidados

especiais na manutencdo do volume (V1 = 0,2 mL) e fluxo (V’= 1 mL/s)
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constantes em todos os animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos,
volumes e duragdo da inspiragdo nas variaveis medidas (KOCHI e COLS,,
1988 a, 1988 b; SIMILOWSKI e COLS., 1989). Uma vez que nao existiram
modificagdes abruptas no didmetro do nosso circuito, erros de medida da
resisténcia ao fluxo (CHANG e MORTOLA., 1981; LORING e COLS., 1979)
foram evitados. Durante os experimentos evitou-se a0 maximo a manipulacao
da canula traqueal com aspiracbes e insuflagdes, para eliminar possiveis
interferéncias sobre os pardmetros medidos. Nesta fase, os animais foram

mantidos em decubito dorsal e a mecanica respiratoria foi mensurada.

IV. 5. Método de Medida da Mecéanica Respiratoria

A mecanica respiratéria foi avaliada pelo método de oclusao ao final da
inspiracéo apés insuflagdo com fluxo constante (BATES e COLS. 1985; 1988;
KOCHI e COLS. 1988a e 1988b), que permite analisar separadamente os
componentes elastico, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméao.

Apos a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, sob fluxo
constante, ocorre uma queda subita da pressao traqueal [(Ptr), no animal com
o térax aberto, a Ptr é, na realidade, a pressao transpulmonar (PL)] até um
ponto (ponto de inflexdo, Pi,L) a partir do qual o decaimento da presséo
assume carater mais lento, atingindo um platé em sua porgédo terminal. Esta
fase de platd corresponde a pressao de retragdo elastica dos pulmbes (Pel,L),
como demonstrado na Figura 9. A diferenca de pressdao (AP1,L) que
caracteriza a queda rapida inicial, representada pela diferenga entre a pressao
maxima inicial (Pmax,L) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta

(Pi,L), corresponde ao componente viscoso pulmonar. A segunda variagao de
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pressao (AP2,L), representada pela queda lenta, do Pi,L ao platé (Pel,L), reflete
a pressao dissipada para vencer os componentes viscoelastico (“stress
relaxation”) e/ou inomogéneo (“‘pendelluft’) do pulméo (BATES e COLS., 1988;
D’ANGELO e COLS., 1989 e KOCHI e COLS., 1988a e 1988b). A soma de
AP1,L e AP2,L fornece a variagao total de pressao no pulmao (APtot,L).

As elastancias estatica (Est,L) e dinamica (Edyn,L) do pulmao podem,
entdo, ser obtidas dividindo-se Pel,L e Pi,lL, respectivamente, pelo volume
corrente (V). AE,L corresponde a diferenga entre Edyn,L e Est,L, estando
relacionada as propriedades viscoelasticas dos pulmdes (EISSA e COLS,,

1992) (Quadro 1).

Para a realizagao da oclusao, o aparelho utiliza uma valvula com tempo
de fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo € absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apds a oclusao,
propiciando, assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo foi
responsavel pelo aumento do volume pulmonar e, consequentemente, de Pi,L
e Pel,L. Por isso, foi realizada a corre¢gao de acordo com Kochi e colaboradores

(KOCHI e COLS., 1988a).
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Figura 9. Representagao esquematica dos registros dos sinais de fluxo, volume
(V) e presséo transpulmonar (PL) em fungdo do tempo, obtidos a partir da
oclusdo ao final da inspiracdo. Os pulmbes foram ventilados com volume
corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platd foi alcangado apdés uma
pausa inspiratéria de 5 s. Apds a oclusao das vias aéreas, ha uma queda
rapida na PL (AP1,L) que corresponde a Pmax,L — Pi,L, pressao dissipada para
vencer o componente viscoso do pulmdo, seguida por uma queda lenta
(AP2,L), pressao dissipada para vencer os componentes viscoelastico e/ou
inomogéneo do pulméo, até um ponto de equilibrio elastico, representado pela
pressao de retracéo elastica pulmonar (Pel,L). A linha de base do registro de
pressdo corresponde a pressdo positiva ao final da expiracdo (PEEP) de 2

cmH->0.



62

As seguintes férmulas foram utilizadas na analise da mecanica

pulmonar:

AP1.L = Pmax,L —Pi,L
AP2,L = Pi,L — Pel,L
APtot,L = AP1,L + AP2,L
Est,L = Pel,L/Vy
Edyn,L = Pi,L/Vt
AE,L = Edyn,L — Est,L

T| = VT/V’

Quadro 1: Formulas utilizadas para medida de mecanica pulmonar.

Onde:

AP1,L = variacéo de pressao relativa ao componente viscoso pulmonar

AP2,= variagdo de pressdo relativa ao componente viscoelastico e/ou
inomogéneo pulmonar

APtot,L = variagao total de pressao pulmonar

Pmax,L = pressao pulmonar maxima atingida

Pi,L = pressao pulmonar no ponto de inflexdo

Pel,L = pressao de retracao elastica pulmonar

Est ,L= elastancia estatica do pulmao
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Edyn = elastancia dinamica do pulmao
AE,L = variagao de elastancia

V1 = volume corrente

Tl = tempo inspiratério

V’= fluxo inspiratério

Assim, com os camundongos paralisados e ventilados artificialmente, as
vias aéreas foram ocluidas ao final da inspiracdo, permitindo analisar
separadamente os componentes elasticos, resistivos e viscoelasticos e/ou
inomogéneos pulmonares. Os parametros da mecanica respiratoria foram
obtidos através da captacao de 15 ciclos respiratorios, pelo método da oclusao
ao final da inspiragdo (BATES e COLS., 1985; 1988; KOCHI e COLS., 1988a e
1988b). Os transdutores conectados ao pneumotacografo e a canula traqueal
registraram os sinais de V’ e PL, respectivamente. As respostas de frequéncias
dos sistemas de registro da PL foram estaveis até 20 Hz. Em seguida, os sinais
foram condicionados, filtrados [SCIREQ® Scientific Respiratory Equipment Inc.
(SC-24), Montreal, Canada], convertidos em sinais digitais por um conversor
analogico-digital de 12-bitz (DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e
amostrados a uma frequéncia de 200 Hz.. Os sinais foram armazenados em
microcomputador (PC-AT, IBM, Armonk, NY, EUA), utilizando-se o software
LABDAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada). Todos os dados foram coletados
pelo programa LABDAT (RHT-InfoData Inc., Montreal, Quebec, Canada) e
gravados em disquetes magnéticos para posterior analise (off line), que foi

realizada pelo programa ANADAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada). A
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montagem experimental pode ser demonstrada esquematicamente na Figura

10.

Figura 10. Montagem experimental consistindo em: (1) cilindro de ar
comprimido, (2) rotdmero de agulha, (3) ventilador de fluxo inspiratério
constante composto por duas valvulas solendides, (4) pneumotacografo, (5)
peca em T, (6) canula traqueal, (7) mesa cirurgica, (8) transdutor de presséao
traqueal, (9) transdutor diferencial de pressdo para medida de fluxo, (10)
poligrafo de oito canais, (11) dois filtros, (12) microcomputador.
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A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, foi
previamente aferida através da aplicagao de diferentes fluxos de ar ao sistema
(até fluxos de 26 mL/s; bem acima da faixa de fluxo a ser utilizada nos
experimentos), com concomitante registro das variagdes de pressao (AP). Uma
vez que Req = AP/V’, a resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente
angular da curva APxV’. A Req mensurada foi de 0,12 cmH,O/mL.s. A pressao
resistiva determinada pelo equipamento (= Req.V’) foi subtraida das pressdes
resistivas do pulmao,de tal forma que os resultados representam as
propriedades mecanicas intrinsecas.

Apds a mensuragcdo da mecanica respiratoria foi injetado na veia cava
inferior 1 mL de heparina e, apés 1 minuto, o animal foi imediatamente
sacrificado por secdo da aorta abdominal e veia cava inferior, e a traquéia
ocluida ao final da expiragdo com um fio de algod&o. A porgdo abdominal do
eso6fago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinga hemostatica e as
estruturas do pescogco foram dissecadas permitindo a liberacdo das vias
aéreas. A pinga que prendia o esdfago foi suavemente tracionada para cima,
permitindo separar o bloco coracdo-pulmdes das demais estruturas aderidas a
parede toracica posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia
foi seccionada acima do local ligado pelo fio de algoddo e o esdfago e o
coragao foram separados do conjunto por leve tragédo, restando apenas os
pulmdes e as vias aéreas. O conjunto (pulmdes-vias aéreas) foi separado para
posterior estudo histolégico. Dois fragmentos do pulmé&o direito (lobo inferior)
foram retirados e colocados em solugdo de glutaraldeido por vinte e quarto

horas e em seguida colocados em sacarose 5% para microscopia eletronica.
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IV.6. Estudo da Histologia e Morfometria Pulmonares
IV.6.a.Microscopia Optica
- Fixagao e Preparo das Laminas

Com os pulmdes isolados, o brénquio fonte esquerdo e direito foram
ocluidos por n6 com linha de algodao e separados um do outro manualmente
com lamina de bisturi. Os pulmdes esquerdos (ocluidos ao término da
expiracéo), que sao inteiros, foram congelados através de imersao, por
aproximadamente 3 minutos, em nitrogénio liquido, retirados e mantidos em
solucao fixadora de paraformaldeido a temperatura ambiente por 48 horas.
Apés este periodo o material foi desidratado progressivamente através de
imersdes crescentes em solugdes com concentragcdes crescentes de etanol até
atingir a concentragdo de 100% do mesmo.

Depois da desidratagdo, o material foi embebido em xylol fazendo com
que as pecgas fiquem translucidas. Em seguida, o material foi mergulhado em
parafina fundida, a 60°C, no interior de uma estufa por aproximadamente 1
hora. Colocou-se a peca e um pouco de parafina fundida num recipiente de
forma retangular de metal e foi deixado solidificar a temperatura ambiente,
formando um bloco de parafina (inclusdo). Os blocos de parafina foram
seccionados pela navalha de ago do micrétomo e cortes de 4 um de espessura
foram realizados. Esses cortes foram estirados em agua quente e depois
colocados nas laminas sendo posteriormente procedida coloracdo pela

hematoxilina e eosina (HE).
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- Andlise Histoldgica e Morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com
hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia Optica (Olympus corp;
BX51; Téquio, Japao), segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para
a analise descritiva, a superficie total da lamina foi observada com todas as
estruturas pulmonares representadas em aumento de 100x.

A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-counting”) (WEIBEL, 1990), utilizando-se uma
ocular acoplada ao microscoépio, contendo um sistema de referéncia de 100
pontos e 50 segmentos de reta dispostos em paralelo (Figura 11). Foram
avaliados dez campos aleatérios e nao coincidentes por lamina, em um
aumento de 200x. Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos
normais, colapsados e hiperinsuflados. Pontos que cairem sobre area de tecido
€ nao nos espacos alveolares foram computados e divididos pelo numero total

de pontos.

Figura 11. Reticulo de 100 pontos e 50 linhas, utilizado para estudo da
morfometria pulmonar.
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As laminas também foram coradas com métodos especificos para
quantificacao de fibras colagenas no tecido pulmonar.
- Fibras Colagenas

Os tecidos foram corados em solugdo de Sirius Red dissolvido em
solugdo saturada de acido picrico e observados sob microscopia de luz
polarizada, uma vez que a acentuagdo da birrefringéncia do colageno
promovida pelo método de polarizacdo de picrosirius é especifica para
estruturas colagenas (MONTES, 1996).

A quantificagdo de fibras coldgenas no parénquima pulmonar foi feita
utilizando-se o software Image-Pro® Plus 4.1 para Windows® (Media
Cybernetics — Silver Spring, MD, EUA), um computador conectado a uma
camera digital (Sony Trinitron CCD, Sony, Tokyo, Japao) que esta acoplada a
um microscopio optico (Olympus corp; BX51; Toéquio, Japdo). A area ocupada
pelas fibras colagenas foi determinada por densitometria digital. Bronquios e
vasos sanguineos foram excluidos das medidas. Para evitar qualquer erro
devido a areas de colapso alveolar, as areas ocupadas pelas fibras colagenas
foram divididas pelo comprimento do septo estudado. Os resultados foram
expressos como quantidade de fibras colagenas por unidade de comprimento

septal (um?/pm).

IV.6.b.Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Para a analise por microscopia eletrbnica foram retirados dois
fragmentos de parénquima pulmonar do pulm&o direito (lobulado) com as
seguintes dimensodes 0,2x0,2x0,2 cm. Os fragmentos foram colocados em

glutaraldeido 2% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,4, por 2 h, sendo
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posteriormente lavados em solugao de sacarose, constituida de 4,5 g de NaCl
e 8,9 g de sacarose diluidos em 500 mL de agua destilada, até a pds-fixacdo. A
seguir, os fragmentos foram imersos em solugao de tetroxido de dsmio (1% em
agua, contendo 133 mg de sacarose por mL) por 2 h. Apds a lavagem em agua
bidestilada as preparagdes foram colocadas na geladeira em acetato de uranila
0,5% contendo 133 mg de sacarose, por um tempo que variou de 2 a 24 h. O
processo foi continuado, efetuando-se a desidratacdo em concentracdes
crescentes de alcool etilico, progredindo gradativamente até alcool absoluto,
sendo, entdo, o tecido passado em éxido de propileno por 15 minutos (2 vezes).
Iniciando a fase de embebicido, as amostras foram colocadas em misturas de
partes iguais de 6xido de propileno e resina (araldite). Os frascos contendo os
fragmentos foram colocados para girar (1 rotagdo a cada 4 minutos, por 1 hora).
Posteriormente, as pegas foram colocadas por 16 h em resina, com a seguinte
composi¢ao: 10 mL de araldite (Cy-205), 8 mL de endurecedor DDSA (anidrido
de acido doxecenil succinico), 0,5 mL de acelerador (N-benzildimetilamina) e
0,1 mL de plastificante (dibutilftaltato). Ao término de 16 h, as amostras foram
colocadas em moldes de silicone com nova resina, para polimerizacdo em
estufa a 60°C, por 5 dias. Concluida a polimerizagdo, os espécimes foram
aparados e cortes semifinos obtidos com o ultramicrétomo Porter Blum MT2
(Reichert ultracult S). Tais cortes, com 0,5 um de espessura foram montados
em laminas de vidro e corados com uma mistura de azul de metileno a 1% e
azur Il, em partes iguais e a quente. Nestes cortes, selecionamos areas
representativas das lesdes. De cada espécime, 2 blocos, contendo
aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram submetidos a analise para

selecao dos cortes ultrafinos.
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Para o estudo ultraestrutural, os cortes ultrafinos com espessura em
torno de 90 nanométros foram contrastados pelo acetato de uranila a 2%
durante 30 minutos e, finalmente, por citrato de chumbo por 10 minutos. A
observacao dos cortes e as eletromicrografias foram realizadas em microscopio

eletrénico JEOL (JEOL, JSM-6100F; Toéquio, Japao).

IV.7. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada no programa
SigmaStat® para Windows® (V.3.0). Diferengas temporais no modelo de lesao
pulmonar aguda foram comparadas através da analise de variancias (one-way
ANOVA). Diferengas entre os grupos tratados com células mononucleares de
medula 6ssea foram comparadas através da andlise de variancia (two way
ANOVA) seguido do teste de Tukey. Os parametros apresentados em forma
percentual foram submetidos a transformacao arcoseno, a fim de tornar sua
distribuicdo proxima ao normal, permitindo assim os testes de variancia

paramétricos. O grau de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).
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V. Resultados
V.1. Modelo de Les&o Pulmonar Aguda
V.1. a. Mecanica Pulmonar

Na tabela 3 observam-se os valores de volume corrente e fluxo aéreo.
Esses parametros nao diferiram significativamente entre os grupos estudados.

A analise da mecanica pulmonar permitiu avaliar o comportamento
funcional dos animais Controle [(C), injecdo de salina intra-peritoneal (i.p.)] e
dos animais submetidos a lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida por Paraquat
(10 mg/Kg i.p.). Os parametros da mecanica pulmonar foram significativamente
diferentes em relagao ao grupo Controle (Tabelas 4 e 5; Figuras 12, 13 e 14).

As elastancias estatica, dindmica e variagao de elastancia dos pulmdes
(Est,L, Edyn,L e AE,L, respectivamente) foram maiores nos grupos com LPA do
que no C independentemente do tempo de analise (24h, 1, 2 ou 4 semanas).
Nos animais analisados apds quatro semanas da injecdo de paraquat (LPA-4),
houve reducdo significativa das elastancias estatica (Est, L) e dindmica
(Edyn,L) quando comparado aos demais grupos com LPA (24h, 1 e 2
semanas). Entretanto, tais valores continuaram maiores do que no grupo C
(Tabela 4 e Figura 12).

APtot, AP1 e AP2 dos pulmdes dos grupos com LPA s&o apresentados
na Tabela 5 e nas Figuras 13 e 14. No que tange a APtot, AP1 e AP2, houve
aumento em todos os grupos com LPA em relagdo ao C, independentemente
da analise temporal. Ademais, o0 aumento observado em APtot foi devido ao
incremento tanto de AP1 como de AP2. AP2 se elevou mais em 1 semana em

relacdo aos demais tempos.
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Tabela 3. Volume corrente e fluxo aéreo em camundongos controle e com

lesdo pulmonar aguda ventilados mecanicamente.

Volume (mL) Fluxo (mL/s)
Grupos
C 0,20 + 0,01 1,00 + 0,01
LPA 24 0,19+ 0,00 1,01 £ 0,00
LPA 1 0,20 + 0,00 1,00 £ 0,00
LPA 2 0,21 £ 0,00 1,01 £ 0,00
LPA 4 0,21 £ 0,01 0,98 + 0,02

Os valores representam média + erro padrdao da média (EPM) de 6
camundongos Volume: volume corrente (mL); Fluxo: fluxo inspiratério (mL/s).
C, grupo controle que recebeu salina intra-peritoneal (i.p); LPA, animais que
receberam paraquat (10 mg/kg i.p.). LPA 24 = 24 horas apds injegcao de
paraquat; LPA 1 = uma semana apds injecdo do paraquat; LPA 2 = duas
semanas apos inje¢ao do paraquat e LPA 4 = quatro semanas apés injecao do
paraquat.
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Tabela 4. Elastancias estatica e dindmica e variagdo de elastancias dos

pulmdes em camundongos controle e com lesdo pulmonar aguda.

Est,L (cmH,O/mL) Edyn,L(cmH,O/mL) AE (cmH,O/mL)

Grupos
C 23,62 + 1,11 26,50 + 1,16 2,89+ 0,11
LPA 24 33,18 + 1,28* 36,74 + 1,39* 3,56 + 0,16*
LPA 1 33,47 + 1,05* 37,77 £ 1,09* 4,30 + 0,26**
LPA 2 31,60 + 1,78* 35,27 + 1,95* 3,67 +0,22*
LPA 4 26,17 + 1,04** 29,80 + 1,11** 3,62 +0,10*

Os valores representam a média + erro padrdo da média (EPM) de 6
camundongos/grupo com 12 determinagdes por animal. Elastancia estatica
pulmonar (EstL) dos grupos: C (animais que receberam salina
intraperitonealmente) e LPA (camundongos que receberam paraquat, 10
mg/kg i.p.). LPA 24 = 24 horas apos indugdo de LPA, LPA 1 = uma semana
apos inducao de LPA, LPA 2 = duas semanas apos inducido de LPA e LPA 4
= quatro semanas apos indugcédo de LPA. *Significativamente diferente de C
(p<0,05). #Significativamente diferente de LPA 24 (p<0,05).
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Tabela 5. Variagbes de pressdes dos pulmbdes em camundongos controle e

com lesao pulmonar aguda.

AP1,L (cmH20)

AP2,L (cmH20)

APtot,L (cmH,0)

Grupos
C 0,40 + 0,03 0,59 + 0,02 0,98 + 0,03
LPA 24 0,60 + 0,03* 0,69 + 0,03* 1,29 + 0,06*
LPA 1 0,48 + 0,03* 0,88 + 0,06** 1,36 + 0,06*
LPA 2 0,58 +0,01* 0,77 + 0,05* 1,35 + 0,06*
LPA 4 0,55 + 0,05* 0,75+ 0,01* 1,30 £ 0,04*

Os valores representam média

erro padrdo da média (EPM) de 6

camundongos/grupo. Foram realizadas 12 determinagbes por animal. APtot,
AP1 e AP2 = variagdes de pressao total, dissipada para vencer os componentes
viscosos e viscoelasticos, respectivamente. C (animais que receberam salina
intraperitonealmente) e LPA (camundongos que receberam paraquat, 10 mg/kg

i.p.). LPA 24 = 24 horas apoés inducéo de LPA, LPA 1

uma semana apos

inducdo de LPA, LPA 2 = duas semanas apds inducao de LPA e LPA 4 = quatro
semanas apos indugdo de LPA. *Significativamente diferente de C (p<0,05).
#Significativamente diferente de LPA 24 (p<0,05).
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Est,L (cmH,O/mL)

LPA

Figura 12 — Elastancia estatica pulmonar (Est,L) dos grupos: C (animais que
receberam salina intraperitonealmente) e LPA (camundongos que receberam
paraquat, 10 mg/kg i.p.). LPA 24 = 24 horas apos inducédo de LPA, LPA 1 =
uma semana apos inducédo de LPA, LPA 2 = duas semanas apos indugao de
LPA e LPA 4 = quatro semanas ap6s indugao de LPA. As barras correspondem
a média + erro padrdo da média (EPM) de 6 camundongos/grupo com 12
determinagdées por animal. *Significativamente diferente de C (p<0,05).
#Significativamente diferente de LPA 24 (p<0,05).
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Figura 13 — Variagcdo de pressao resistiva pulmonar (AP1,L) dos grupos: C
(animais que receberam salina intraperitonealmente) e LPA (camundongos que
receberam paraquat, 10 mg/kg i.p.). LPA 24 = 24 horas apoés indugédo de LPA,
LPA 1 = uma semana ap6s indugcdo de LPA, LPA 2 = duas semanas apos
inducdo de LPA e LPA 4 = quatro semanas apos indugao de LPA. As barras
correspondem a média * erro padrao da média (EPM) de 6 camundongos/grupo
com 12 determinagdes por animal. *Significativamente diferente de C (p<0,05).
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1,2

AP 2,L (cmH,0)

LPA

Figura 14 — Variagao de pressao viscoelastica pulmonar (AP2,L) dos grupos: C
(animais que receberam salina intraperitonealmente) e LPA (camundongos que
receberam paraquat, 10 mg/kg i.p.). LPA 24 = 24 horas apoés indugéo de LPA,
LPA 1 = uma semana ap6s indugao de LPA, LPA 2 = duas semanas apos
inducdo de LPA e LPA 4 = quatro semanas apos indugao de LPA. As barras
correspondem a média * erro padrao da média (EPM) de 6 camundongos/grupo
com 12 determinagdes por animal. *Significativamente diferente de C (p<0,05).
#Significativamente diferente de LPA 24 (p<0,05).
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V.1.b. Microscopia Optica

V.1.b.1. Andalise Morfométrica

A fracdo de area de colapso alveolar aumentou significativamente no
grupo que recebeu paraquat intra-peritonealmente (LPA) em relagdo ao grupo
controle (C), (Tabela 6 e Figura 15).

Na fotomicrografia do parénquima pulmonar constataram-se
atelectasias, espessamento do septo alveolar e edema intersticial nos grupos

LPA sem modificagao significativa entre os diferentes tempos (Figura 16).



Tabela 6 — Fragcao de area de alvéolos normais e colapsados nos grupos

Controle (C) e com Lesao Pulmonar Aguda nos diferentes tempos (LPA).

% Alvéolos % Alvéolos
Normais Colapsados

Grupos
C 83,24 + 2,03 15,87 £ 1,74
LPA 24 47,96 £ 4,05* 36,33 + 6,95
LPA 1 52,75 £ 2,08* 40,51 + 3,31*
LPA 2 62,14 £ 1,79* 37,37 £ 1,60*
LPA 4 70,16 £ 0,78* 29,79 £ 0,75*

Fracao de alvéolos normais e colapsados nos grupos Controle (C) e com Leséao
Pulmonar Aguda (LPA). C, grupo controle de animais que receberam salina
intraperitoneal (i.p.); LPA, animais que receberam paraquat (10 mg/Kg i.p.)
submetidos a analise temporal. LPA 24 = camundongos com analise 24h apds
injecdo; LPA 1 = uma semana apos injecao; LPA 2 = duas semanas apos
injecdo e LPA 4 = quatro semanas apds injegdo de paraquat. Os valores
representam média + erro padrao da média dos grupos com 6
camundongos/grupo com 10 campos analisados por animal. * Valores
significativos (p<0,05) em relagao ao grupo C.
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Figura 15 — Fragcao de alvéolos normais e colapsados nos grupos Controle (C)
e com Lesdo Pulmonar Aguda (LPA). C, grupo controle de animais que
receberam salina intraperitoneal (i.p.); LPA, animais que receberam paraquat
(10 mg/Kg i.p.). LPA 24 = 24h apos injecdo; LPA 1 = uma semana apos
injecdo; LPA 2 = duas semanas ap0s injegcédo e LPA 4 = quatro semanas apoés
injecdo de paraquat. Os valores representam média + erro padrdo da média
dos grupos com 6 camundongos/grupo com 10 campos por animal 1 lamina.

* Valores significativos (p<0,05) em relacao ao grupo C.
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Figura 16 — Fotomicrografias de tecido pulmonar nos grupos Controle (C) e
com Lesao Pulmonar Aguda (LPA). C, grupo controle; LPA, animais que
receberam paraquat. LPA 24 = 24h, LPA 1 = 1 semana, LPA 2 = 2 semanas
e LPA 4 = 4 semanas apo0s inje¢cdo de paraquat. Aumento de 200X. Barra
de aumento 100 um. Coloragdo hematoxilina e eosina (HE). As setas em
negrito indicam o colapso alveolar.
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V.1.c. Quantificacdo de Fibras Colagenas
A lesao pulmonar aguda induzida por paraquat acarretou aumento do
conteudo de fibras colagenas por area de septo nos grupos 24 h e 1 semana,

em comparagao aos demais grupos (Figura 17 e Tabela 7).
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Figura 17. Conteudo de fibras colagenas por comprimento de septo (umzlum)
nos grupos dos grupos: C (animais que receberam salina intraperitonealmente)
e LPA (camundongos que receberam paraquat, 10 mg/kg i.p.). LPA 24 = 24
horas apoés inducdo de LPA, LPA 1 = uma semana apods inducao de LPA, LPA
2 = duas semanas apos indugado de LPA e LPA 4 = quatro semanas apés
inducdo de LPA. As barras correspondem a média = erro padrao da média
(EPM) de 6 camundongos/grupo (10 campos/animal). *Significativamente
diferente de C (p<0,05).



84

Tabela 7. Quantificacdo de colageno por comprimento de septo (um*/pm) em

camundongos Controle (C) e com Les&o Pulmonar Aguda (LPA).

Fibras Colagenas (um?%/um)

Grupos
C 0,02 £ 0,00
LPA 24 0,04 £ 0,01*
LPA 1 0,03 +0,01*
LPA 2 0,01 £ 0,01
LPA 4 0,02 + 0,01

Quantificagdo do colageno por comprimento de septo nos grupos Controle (C)
e Lesao Pulmonar Aguda (LPA) nos diferentes tempos. LPA 24 = 24h; LPA 1 =
1 semana; LPA 2 = 2 semanas e LPA 4 = 4 semanas apos injegao intra-
peritoneal de paraquat. Os valores correspondem a média + erro padrao da
média (EPM) de 6 camundongos/grupo (10  campos/animal).
*Significativamente diferente de C (p<0,05).
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V. Resultados
V.2. Tratamento com Células Mononucleares de Medula Ossea
V.2. a. Mecanica Pulmonar

Na tabela 8 observam-se os valores de volume corrente e fluxo aéreo.
Esses parametros nao diferiram significativamente entre os grupos estudados.

A analise da mecanica pulmonar permitiu avaliar o comportamento
funcional dos animais Controle (C) e daqueles submetidos a lesdo pulmonar
aguda por paraquat [(10 mg/kg i.p., LPA)] tratados com salina (SAL) ou células
mononucleares derivadas da medula 6ssea (2 x 10°) (CEL) (Figuras 18, 19 e
20, Tabelas 9 e 10).

As elastancias estatica (Est,L) e dinamica (Edyn,L), a variagcdo de
elastancia (AE) e as pressbes necessarias para vencer 0s componentes
resistivos (AP1,L) e viscoelastico/inomogéneo (AP2,L) foram maiores no grupo
com lesédo pulmonar aguda (LPA— SAL) do que no controle tratado com salina
(C - SAL). O tratamento com a injecdo de 2 x 10° células mononucleares de
medula éssea (LPA — CEL) impediu as modificagdes de Est,L, Edyn,L, e AP1,L,
porém evitou as alteracbes em AP2,L e AE,L (Tabelas 9 e 10 / Figuras 18 a

20).
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Tabela 8. Volume corrente e fluxo aéreo em camundongos controle e com
lesdo pulmonar aguda tratados com salina ou células mononucleares de

medula 6ssea.

Volume (mL) Fluxo (mL/s)
Grupos
C-SAL 0,20 + 0,00 1,00 £ 0,01
C-CEL 0,20 + 0,01 1,00 + 0,00
LPA — SAL 0,21 £ 0,00 1,00 + 0,00
LPA — CEL 0,20 + 0,00 1,00 + 0,00

Os valores representam média + erro padrdao da média (EPM) de 6 animais por
grupo. Volume: volume corrente; Fluxo: fluxo inspiratorio. C — animais que
receberam salina intraperitoneal (i.p.). LPA — animais que receberam paraquat
(10 mg/kg) i.p. Os animais dos grupos C e LPA foram tratados com salina (SAL)
ou células mononucleares de medula éssea (CEL) 1 hora apoés injegcao de
salina ou paraquat e estudados ap6s uma semana.
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Tabela 9. Elastancias estatica, dindmica e variacdo de elastancias em
camundongos controle e com lesdo pulmonar aguda tratados com salina ou

células mononucleares de medula 6ssea.

Est,L (cmH,O/mL)  Edyn,L(cmH,O/mL) AE (cmH,O/mL)

Grupos

C - SAL 23,62 + 1,11 26,50 + 1,16 2,88+ 0,11
C-CEL 23,16 £ 2,72 25,89 + 2,98 2,73+0,28
LPA — SAL 32,68 + 1,90* 37,30 + 1,90* 4,62 +0,17*
LPA - CEL 22,44 + 2,04 25,76 + 2,19 3,32+ 0,27

Os valores representam média + erro padrdao da média (EPM) de 6
camundongos/grupo. Foram realizadas 12 determinagdes por animal. Est,
elastancia estatica; Edyn, elastancia dindmica; AE, variacdo de elastancias. C —
animais que receberam salina intraperitoneal (i.p.). — animais que receberam
paraquat (10 mg/kg) i.p. Os animais dos grupos C e LPA foram tratados com
salina (SAL) ou células mononucleares de medula 6ssea (CEL) 1 hora apds
injecdo de salina ou paraquat e estudados apdés uma semana..
*Significativamente diferente dos demais grupos (p<0,05).
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Tabela 10. Variagdes de pressdes dos pulmbdes em camundongos controle e
com lesdo pulmonar aguda tratados com salina ou células mononucleares de

medula 6ssea.

AP1.L (cmH,0) AP2,L (cmH20) APtot,L (cmH,0)
Grupos
C-SAL 0,40 £ 0,03 0,59 + 0,02 0,98 + 0,03
C-CEL 0,43 £ 0,03 0,54 + 0,04 0,97 + 0,07
LPA — SAL 0,46 + 0,02* 0,93 + 0,04* 1,39 + 0,04*
LPA - CEL 0,43 + 0,01 0,67 + 0,05* 1,10 £ 0,08

Os valores representam média + erro padrao da média (EPM) de 6
camundongos/grupo. Foram realizadas 12 determinagdes por animal. APtot, AP1
e AP2 = variagcbes de pressao total, dissipada para vencer os componentes
viscosos e viscoelasticos, respectivamente. C — animais que receberam salina
intraperitoneal (i.p.). LPA — animais que receberam paraquat (10 mg/kg) i.p. Os
animais dos grupos C e foram tratados com salina (SAL) ou células
mononucleares de medula 6ssea (CEL) 1 hora apds injecdo de salina ou
paraquat e estudados ap6s uma semana. *Significativamente diferente de C-SAL
e C-CEL (p<0,05). # Significativamente diferente de LPA-SAL (p<0,05).
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Figura 18 — Elastancias estatica pulmonar (Est,L) dos grupos. C — animais
que receberam salina intraperitoneal (i.p.). LPA — animais que receberam
paraquat (10 mg/kg) i.p. Os animais dos grupos C e LPA foram tratados com
salina (SAL) ou células mononucleares de medula éssea (CEL) 1 hora apos
injecdo de salina ou paraquat e estudados apés uma semana. As barras
correspondem a média + erro padrdo da meédia (EPM) de 6
camundongos/grupo. *Significativamente diferente de C-SAL, C-CEL e LPA-
CEL (p<0,05).
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Figura 19 — Variagdo de pressao pulmonar necessaria para vencer 0S
componentes resistivos do pulmao (AP1,L). C — animais que receberam salina
intraperitoneal (i.p.). LPA — animais que receberam paraquat (10 mg/kg) i.p. Os
animais dos grupos C e LPA foram tratados com salina (SAL) ou células
mononucleares de medula 6ssea (CEL) 1 hora apds injegdo de salina ou
paraquat e estudados apos uma semana. As barras correspondem a média +
erro padrdao da média (EPM) de 6 animais/grupo. *Significativamente diferente
do grupo C-SAL, C-CEL e LPA-CEL (p<0,05).
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Figura 20 — Variagdo de pressao pulmonar necessaria para vencer 0s
componentes viscoelasticos/inomogéneos do pulméo (AP2,L). C — animais que
receberam salina intraperitoneal (i.p.). LPA — animais que receberam paraquat
(10 mg/kg) i.p. Os animais dos grupos C e LPA foram tratados com salina (SAL)
ou células mononucleares de medula éssea (CEL) 1 hora apds injegcao de
salina ou paraquat e estudados apds uma semana. As barras correspondem a
média + erro padrao da média (EPM) de 6 animais/grupo. *Significativamente
diferente do grupo C-SAL, C-CEL (p<0,05). #Significativamente diferente do
grupo LPA-SAL (p<0,05).
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V.2.b. Microscopia Optica

V.2.b.1. Andlise Morfométrica

A fracdo de area de colapso alveolar aumentou significativamente no
grupo que recebeu paraquat intra-peritonealmente e tratamento com salina
intravenosamente (LPA - SAL) em relagao ao grupo controle tratado com salina
(C-SAL). Ademais, observou-se diferenca significativa do grupo controle tratado
com células mononucleares de medula 6ssea (C - CEL) em relagdo ao grupo
controle injetado salina intravenosamente (i.v.) (C — SAL) (Tabela 11 e Figura
21). O tratamento com células mononucleares de medula éssea minimizou o
aumento da fracdo de alvéolos colapsados nos animais submetidos a leséo
pulmonar aguda (LPA —CEL) em relagcdo aqueles tratados com salina (LPA -
SAL).

A andlise histolégica do parénquima pulmonar evidenciou atelectasias,
espessamento do septo alveolar e edema intersticial no grupo leséo pulmonar
aguda tratado com salina i.v. (LPA — SAL). Tais modificacbes foram menos
relevantes nos animais tratados com células mononucleares de medula 6ssea

(LPA — CEL) (Figura 21).
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Tabela 11. Fragdo de area de alvéolos normais e colapsados em

camundongos controle (C) e com lesao pulmonar aguda (LPA) tratados com

salina ou células mononucleares da medula 6ssea

% Alveéolos % Alvéolos
Normais Colapsados
Grupos
C-SAL 87,73 £ 1,05 12,27 £ 1,05
C-CEL 79,28 + 1,08* 20,72 £ 1,08*
LPA — SAL 53,33 + 1,02*° 46,67 £ 1,02*°
LPA — CEL 71,45 + 1,62** 28,55 + 1,62* **

Fracado de area de alvéolos normais e colapsados. C — animais que receberam
salina intraperitoneal (i.p.). LPA — animais que receberam paraquat (10 mg/kg)
i.p. Os camundongos dos grupos C e LPA foram tratados com salina (SAL) ou
células mononucleares de medula 6ssea (CEL) 1 hora apds injecéo de salina
ou paraquat. Os animais foram submetidos a analise da histologia pulmonar
uma semana apoés injecao intraperitoneal de salina ou paraquat e estudados
apos uma semana. Os valores representam média + erro padrdo da média de 6
camundongos/grupo (10 campos por animal). *Significativamente diferente do
grupo C-SAL (p<0,05). # Significativamente diferente do grupo LPA-SAL
(p<0,05). * Significativamente diferente do grupo C-CEL (p<0,05).



Figura 21 — Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar dos
grupos C (animais que receberam salina intraperitonealmente) e LPA (animais
que receberam paraquat (10 mg/kg, i.p). Os animais dos grupos C e LPA foram
tratados com salina (SAL) ou células mononucleares de medula 6ssea (CEL) 1
hora apos injecdo de salina ou paraquat e estudados ap6s uma semana.
Aumento de 200X. Barra de aumento 100 um. Coloragdo hematoxilina e eosina
(HE). As setas em negrito representam regides de colapso alveolar.
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V.1.b.2. Microscopia Eletronica

A analise ultra-estrutural evidenciou degeneragao citoplasmatica de
pneumdacitos tipo Il caracterizada por vacuolos, redu¢do do numero de corpos
lamelares, destruicdo de barreira alvéolo-capilar e perda de integridade da
membrana basal e colapso alveolar no grupo com lesao pulmonar aguda
induzida por paraquat. A terapia com células mononucleares derivadas da
medula éssea acarretou reparo da membrana alvéolo-capilar com reducao

significativa de fibras colagenas no intersticio pulmonar (Fig. 22).
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LPA-CEL

Figura 22 — Fotomicrografias eletrénicas de parénquima pulmonar dos grupos C
(animais que receberam salina intraperitonealmente) e LPA (animais que
receberam paraquat (10 mg/kg, i.p). Os animais dos grupos C e LPA foram
tratados com salina (SAL) ou células mononucleares de medula 6ssea (CEL) 1
hora apds injegao de salina ou paraquat e estudados ap6és uma semana. PNMI
— pneumdcito tipo |; PNMIlI — pneumdcito tipo II; LM — corpos lamelares; MB —
membrana basal; Col — colageno; Vac — vacuolos.
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V.1.c. Quantificacdo de Fibras Colagenas

Constatou-se aumento de fibras colagenas no septo alveolar no grupo
LPA — SAL (0,036 + 0,004 pm?/um) em comparagdo ao grupo controle salina
(C — SAL; 0,014 + 0,003 pm*/um) (Figura 23). Os animais com leso pulmonar
aguda tratados com células mononucleares derivadas da medula 6ssea (LPA —
CEL; 0,015 + 0,001 pm?um) apresentaram redugdo no conteudo de fibras

colagenas em comparagdo ao grupo LPA — SAL. A injecdo de células

monunucleares derivadas da medula éssea ndo acarretou aumento na sintese

de fibras colagenas nos animais controle (C-CEL; 0,015 + 0,004 umzlpm).
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Figura 23. Quantificagcdo de fibras colagenas por comprimento de septo dos
grupos C (animais que receberam salina intraperitonealmente) e LPA (animais
que receberam paraquat (10 mg/kg, i.p). Os animais dos grupos C e LPA foram
tratados com salina (SAL) ou células mononucleares de medula éssea (CEL) 1
hora apds injegcdo de salina ou paraquat e estudados apés uma semana. Os
valores representam média + erro padrao da média de 6 camundongos/grupo
(10 campos por animal). *Significativamente diferente do grupo C-SAL, C-CEL
e LPA-CEL (p<0,05).
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VI. Discusséo

O presente estudo mostrou que a utilizagdo de células mononucleares
derivadas de medula éssea em modelo de lesao pulmonar aguda induzida por
paraquat acarretou melhora morfo-funcional impedindo as modificagdes
elastasticas e viscoelasticas pulmonares, bem como minimizando as alteragdes

histolégicas e reduzindo a deposigédo de colageno no parénquima pulmonar.

Vl.a. Modelo Experimental de Lesdo Pulmonar Aguda

O uso de modelos animais possibilitou enormemente o entendimento da
patogénese da lesdo pulmonar aguda e permitiu avangos importantes no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Existe uma grande
variedade de espécies animais disponiveis para a pesquisa biolégica, e uma
parte importante da interpretacdo dos resultados é a cuidadosa selecdo da
espécie. Escolhnemos camundongos C57BL6, espécie utilizada em maior
freqUéncia nos trabalhos com terapia celular (GUASCH e FUCHS).

O Paraquat (1,1-dimetil, 4,4-bipyridium dicloreto) € um herbicida nao
seletivo altamente toxico que pode levar a morte quando ingerido em doses
elevadas em 1 a 4 dias por faléncia multiplas dos 6rgaos (LOCK e WILKS,
2001). Quando a intoxicagao ocorre em pequenas doses, 0 paraquat se
acumula predominantemente nos pulmdes onde sofre modificacbes e da
origem a espécies reativas de oxigénio que atingem especialmente os
pneumacitos tipo Il causando leséo epitelial (BUS e COLS., 1976; BONNEH-
BARKAY e COLS., 2005). Portanto, o paraquat é capaz de reproduzir algumas
das caracteristicas morfo-funcionais da LPA humana (ISHIDA e COLS., 2006;

TOMITA e COLS., 2007). Este € um modelo experimental de lesdo pulmonar
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aguda de baixo custo, efeito rapido e de facil administracdo que vém sendo
utiizado desde a década de 70 (SMITH e COLS., 1974; DELAVAL e

GILLESPIE, 1985; ROCCO e COLS., 2001; 2003; 2004).

O paraquat induz fibrose pulmonar em humanos, macacos, cachorros e
ratos (MURRAY e GIBSON, 1972; AKAHORI e OEHME; 1983; HAMPSON e
POND, 1988). A toxicidade induzida por paraquat se caracteriza inicialmente
pela formagcdo de edema e hemorragia alveolares, infiltracdo inflamatoria e
leucocitaria, proliferagao de fibroblastos e aumento da deposigdo de colageno
(NEIRLICH e COLS., 1984). Os sobreviventes dessa fase inicial destrutiva
desenvolvem um processo de fibrose que pode se estender por semanas
(TONER e COLS., 1970; BISMUTH, 1990). Nesta fase, os pulmdes se
encontram infiltrados de miofibroblastos que coexistem com fibroblastos cuja
producao de colageno acarreta fibrose e consequentemente a obliteragdo das
estruturas alveolares. Ha uma diversidade de tratamentos experimentais
sugeridos na literatura para evitar a instalacdo e progressdao da fibrose
pulmonar causada pelo paraquat, mas até o presente, ainda sem a eficacia
desejada nos estudos clinicos multicéntricos (LICKER e COLS., 1988;

SUNTRES, 2002; YEH e COLS., 2006; LIN e COLS., 2006).

Varios modelos tém sido utilizados para possibilitar o melhor
entendimento da patogénese da LPA/SDRA. Dentre eles, podemos citar:
aqueles induzidos por acido oléico (SLUTSKY e COLS., 1980; SCHUSTER,
1998), endotoxinas (RYLANDER e COLS., 1985; KLINE e COLS.,1999;
HASDAY e COLS., 1999; NYS e COLS., 2000; SANTOS e COLS., 2006),

ligadura-perfuracdo de ceco (BAKER e COLS., 1983) e paraquat
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(MANTKTELOW, 1967; ROCCO e COLS., 2001; 2003 e 2004; SATOMI e

COLS,, 2006 e 2007).

Rocco e colaboradores avaliaram o remodelamento do parénquima
pulmonar nos diferentes graus de LPA. Para tal, analisaram os efeitos de
diferentes doses de paraquat (10, 15, 25 e 30 mg/kg i.p.) em ratos Wistar. O
remodelamento tecidual foi quantificado através da mensuracdo das fibras
colagenas e elasticas no septo alveolar. Os autores encontraram aumento
progressivo, apos 24 h, das fibras colagenas de acordo com o grau de LPA
(ROCCO e COLS., 2001). Ao analisar o remodelamento do parénquima
pulmonar, Rocco e colaboradores utilizaram modelo experimental de LPA
induzida por paraquat com injegao unica na dose de 10 mg/kg e 25 mg/kg. Os
autores demonstraram que a dose de 10 mg/kg de paraquat acarretava
aumento precoce da elastancia, e pressoes resistivas e viscoelasticas em 24 h,
similarmente ao observado no presente estudo em camundongos (ROCCO E

COLS., 2003).

Satomi e colaboradores (2006) consideraram o perfil da expressao
génica causado pela leséo induzida por paraquat, em ratos, no tecido pulmonar.
Para tal, foi realizada injecdo diaria de paraquat intra-peritoneal (7 mg/kg)
durante 8 dias. A fibrogénese tecidual foi analisada através da quantificagéo do
conteudo de hidroxiprolina e de TGF-f no nono dia e apods trés meses da
inducdo da lesdo. Foram observadas alteragcbes no balangco de eletrdlitos,
edema pulmonar e remodelamento alveolar a partir do nono dia, que se
perpetuaram até o terceiro més. Esses resultados foram confirmados pelas

mudancgas na expressao génica de CSF-1, TGF-B, na bomba de sédio-potassio
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ATPase, canal de potassio e alteragcdes de proteinas do citoesqueleto (SHPS-
1). O estudo demonstrou que a fibrose acarretada pela lesdo do paraquat nao
termina apds 3 meses, mas se perpetua com alteragdes teciduais que ocorrem
dindmica e progressivamente assim como a reorganizag¢ao do citoesqueleto e

da matriz extra-celular.

No presente estudo a LPA foi induzida por paraquat em camundongos
C57BL6. Os resultados evidenciaram lesdes similares aquelas observadas nos
pulmbdes dos modelos experimentais de LPA/SDRA, como o aumento das
elastancias estatica e dinamicas ja nas primeiras 24h apos a indug¢ao da leséo
que se perpetuaram por até 4 semanas. Observamos também, aumento das
pressdes resistivas e viscoelasticas a partir das 24 h apds a injegcéao intra-
peritoneal de paraquat, permanecendo alteradas por 4 semanas. Os animais
apresentaram ainda, maior fracido de area de alvéolos colapsados em relacao
aos animais controle bem como incremento do conteudo de colageno por area
de septo nos grupos analisados em 24h e 7 dias apds a indugao da lesdo por

paraquat.

Dois trabalhos na literatura utilizaram camundongos C57BL6 e paraquat
para induzir a lesdo pulmonar (ISHIDA e COLS., 2006; TOMITA e COLS,,
2007). Ishida e colaboradores (2006) demonstraram que a injegc&o intra-
peritoneal de paraquat (20 mg/kg - duas vezes na semana) em camundongos
C57BL6 acarretava inicialmente (1 semana) formagdo de edema e hemorragia
alveolares, inflamacdo difusa composta tanto de mononucleares e
polimorfonucleares. Apds duas e trés semanas havia proliferagdo de

fibroblastos com espessamento da parede alveolar, migragdo e acumulo de
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macrofagos bem como de células T. A analise histologica do tecido pulmonar
evidenciava a distribuicdo ndo homogénea de colageno e consequente
formacgao de fibrose. Essa alteragao estrutural foi confirmada pelo aumento do
conteudo de hidroxiprolina e RNAm para colageno tipo I, na expressao génica
de TGF-B, fator que aumenta a transcricdo de genes do colageno bem como de

PDGF-A (Fator de crescimento derivado de plaquetas).

Tomita e colaboradores (2007) avaliaram a progressao patoldgica da
lesdo pulmonar em camundongos C57BL/6J onde foram inalados 20 uL de
doses diferentes de paraquat (0,01; 0,02; 0,04 mg/kg). A analise temporal foi
realizada nos seguintes intervalos: 6 h, 24 h, 5 e 21 dias, ap6s a administragcéo
do paraquat. Apos 6 e 24 h da inalagdo do paraquat havia infiltracao
inflamatdria, formacao de edema e lesao do epitélio alveolar. A partir do quinto
dia, houve aumento da expressao génica de pro-colageno, metaloprotease de
matriz extracelular - 9 (MMP 9) e inibidor tecidual de metaloprotease de matriz
extracelular - 1 (TIMP-1) e lesbes fibroticas foram configuradas a microscopia

Optica nos animais com maior dose inalada (0,04 mg/kg).

Nosso modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por paraquat acarretou
alteragdes morfologicas similares aos trabalhos de TOMITA e colaboradores
(2006) e ISHIDA e colaboradores (2007) no que tange a lesdo do epitélio
alveolar, formagao de edema e deposicao de colageno bem como a progressao
da fibrose, exceto pela quantificacdo de colageno no tecido em 4 semanas
onde observamos retorno aos valores de controle. Ademais, Rocco e
colaboradores (2003) ao analisarem a mecanica respiratoria e remodelamento

pulmonar em ratos Wistar com lesdao induzida por paraquat (10 mg/kg)
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observaram aumento da elastancia, das pressbdes resistivas (AP1) e
viscoelasticas (AP2) pulmonares em 24h e apdés 30 dias. A analise
morfométrica demonstrou aumento da fragdo de colapso alveolar em 24h e
apo6s 30 dias. Ademais, houve aumento de fibras colagenas no tecido ja nas
primeiras 24h apos a lesao, resultado que também foi observado em nosso
estudo. Entretanto, no estudo de Rocco e colaboradores, o colageno se

manteve elevado apds 30 dias.

Nosso estudo mostrou-se ser um modelo controlado de lesdo pulmonar
aguda induzida por paraquat, reprodutivel e de grande potencial para induzir a
fibrogénese. As alteragdes histologicas por noés observadas sdo compativeis
aquelas descritas em estudos prévios de lesdo pulmonar aguda moderada ja
nas primeiras 24h. O método de oclusdo ao final da inspiracdo, método
utiizado para mensuragdo da mecanica pulmonar, permite identificar as
alteragdes elasticas, resistivas e viscoelasticas e/ou inomogéneas do pulmao,
onde AP1 reflete a presséao dissipada para vencer a resisténcia de vias aéreas
centrais e AP2 reflete a pressdao dissipada para vencer o componente
viscoelastico do tecido pulmonar, juntamente com pequena contribuigdo da
heterogeneidade do parénquima pulmonar (BATES e COLS., 1988;
D’ANGELO e COLS., 1989; SALDIVA e COLS., 1992).

As modificacbes das elastancias (Figura 12 e Tabela 4) e pressodes
viscoelasticas e/ou inomogéneas pulmonares (Figura 14 e Tabela 5) nos
animais com lesédo por paraquat sdo similares aquelas observadas em outros
estudos (ROCCO e COLS., 2001, 2003 e 2004). Tais alteracdes na elastancia
estatica estdo relacionadas a presencga de edema intersticial e colapso alveolar

dadas por disfuncdo do surfactante. Estas alteragbes no surfactante
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provavelmente decorrem do efeito do paraquat no pneumdcito tipo Il. Nesse
contexto, a analise ultra-estrutural evidenciou degeneragao citoplasmatica do
Pll com reducdo do numero de corpos lamelares (Figura 22). O aumento da
deposicao de fibras colagenas em 24h e 7 dias, também contribui para essas
alteragbes (ROCCO e COLS., 2001; 2003; TOMITA e COLS., 2006; ISHIDA e
COLS., 2007). O aumento da pressao resistiva pulmonar provavelmente reflete
uma reducado no calibre brénquico causado por secrecdo nas vias aéreas,
broncoconstricao reflexa e/ou reducdo do volume pulmonar. O aumento da
pressdo viscoelastica e/ou inomogénea no grupo paraquat pode sugerir a
presenca de heterogeneidade que pode ser devido a fatores como colapso
alveolar, edema, inflamacao com infiltrados de neutrdéfilos, principais células
presentes na reagao do organismo ao paraquat, e células mononucleares, além
de mudangas no conteudo de fibras colagenas (ROCCO e COLS., 2001 e
2003). A manutencgao da elastancia e das pressoes viscoelasticas elevadas em
4 semanas (Figuras 12 e 14) sugere presenca de atelectasia e

inomogeneidade alveolar.

VIb. Tratamento com Células Mononucleares de Medula Ossea

O pulmdo é um o6rgao relativamente quiescente que contém
aproximadamente 40 tipos celulares diferentes e apresenta pequena
capacidade regenerativa (WEISS e COLS., 2006). Até o momento, existem
controvérsias a respeito da existéncia de uma populacdo de células-tronco
residentes para a manutencédo do tecido pulmonar (GIANGRECO e COLS,,
2002; OTTO e COLS., 2002; KIM e COLS., 2005). Entretanto, apés o tecido ser

lesionado, varios tipos celulares encontram-se aptos a proliferar e reconstituir o
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epitélio pulmonar, como as células de Clara e o préprio pneumocito tipo Il
(MASON e WILLIAMS, 1977; BRODY e WILLIAMS; 1992; ZEPEDA e COLS.,
1995; BORTHWICK e COLS., 2001).

Ha diversos trabalhos na literatura que enfatizam o papel de células
residentes do epitélio pulmonar atuarem com funcgéo progenitora apés o tecido
sofrer uma lesdo (ZEPEDA e cols, 1995; ENGELHARDT e COLS., 1991 e
1995; BOERS e COLS., 1998; HONG e COLS., 2003). As células de Clara, as
glandulas submucosas e as células basais, tipicamente encontradas nas vias
aéreas proximais, proliferam e se diferenciam contribuindo para o reparo
tecidual em diversos modelos de lesdo (ZEPEDA e COLS., 1995; REYNOLDS
e COLS., 2000; HONG e COLS., 2001 e 2003; GIANGRECCO e COLS., 2002).
Giangrecco e colaboradores (2002) propuseram que o tipo de lesdo da via
aérea seria determinante na ativagdo da célula progenitora. Os autores
utilizaram um modelo de lesdo extensa das vias aéreas com naftaleno, que é
metabolizado apenas pelas células de Clara que apresentam citocromo
P4502F2, e verificaram que apenas algumas variagdes de células de Clara
localizadas em determinados nichos anatdmicos (corpos neuroepiteliais ou
BADJs) tornavam-se ativas e iniciavam a proliferagcdo e reconstituicdo do
epitélio danificado. Park e colaboradores demonstraram que células epiteliais
ciliadas sao capazes de contribuir para a reconstituicido do epitélio das vias
aéreas apos sofrer lesao (PARK e COLS., 2006).

Na regido mais distal pulmonar onde ocorrem trocas gasosas, 0O
pneumacito tipo Il exerce a fungdo de célula progenitora do epitélio alveolar.
Possui capacidade auto-regenerativa e pode se diferenciar em pneumdcito tipo

| quando necessario (MASON e WILLIAMS, 1977; BRODY e WILLIAMS, 1992).
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Dois autores publicaram trabalhos in vivo com incorporagcdo de timidina ao
nacleo da célula e demonstraram a progressdao de diferenciagcdo dos
pneumacitos tipo Il em tipo | apds sofrerem lesdo (EVANS e COLS., 1973,
1975; ADAMSON e BOWDEN, 1974, 1979). Além disso, alguns estudos in vitro
evidenciaram células com fenétipo de pneumacitos tipo | durante uma cultura
primaria de pneumdcitos tipo Il (DOBBS e COLS., 1985; BRODY e WILLIAMS,
1992; DANTO e COLS., 1992 e 1995).

Apesar de ser mostrado em diversos trabalhos (KOTTON e COLS,,
2001; THEISE e COLS., 2002; ORTIZ e COLS., 2003; YAMADA e COLS,,
2004; ISHIZAWA e cols, 2004; ROJAS e COLS., 2005; WANG e COLS., 2005;
XU e COLS., 2007; GUPTA e COLS., 2007) o papel da terapia celular nas
lesdes pulmonares, pouco esta descrito sobre o impacto funcional da melhora
da mecanica pulmonar, o que propicia mais uma possibilidade de verificacdo
dos mecanismos envolvidos nessa terapéutica. Dentre as técnicas
desenvolvidas para a analise da mecanica respiratoria, optamos por utilizar o
método de oclusdao das vias respiratorias ao final da inspiragcao visto que
possibilita analisar separadamente as propriedades elasticas e resistivas e
viscoelasticas no pulmao dos camundongos (KOCHI e COLS., 1988; BATES e
COLS., 1988 e 1989).

Nossos resultados demonstram que a utilizagao terapéutica de células
derivadas de medula 6ssea preveniu a maioria das alteracbes na mecanica
pulmonar presente no sétimo dia de lesdo. O tratamento com células
mononucleares de medula éssea reduziu a elastancia estatica e a pressao
resistiva (Figura 18 e Figura 19), porém apenas minimizou a pressao

viscoelastica e/ou inomogénea (Figura 20 e Tabela 10). O aumento da pressao
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resistiva pulmonar nos animais nao tratados, provavelmente reflete uma
redugcdo no calibre bronquico causado por secre¢cdo nas vias aéreas,
broncoconstricdo reflexa e/ou redugcao do volume pulmonar como demonstrado
por Rocco e colaboradores (ROCCO e COLS., 2001 e 2003).

Estudos realizados em camundongos sugerem que as células-tronco de
medula éssea podem ser utilizadas como progenitoras de células diferenciadas
de érgéos solidos (LAGASSE e COLS., 2000; KRAUSE e COLS., 2001; JIANG
e COLS., 2002; SPEES e COLS., 2003; ORTIZ e COLS., 2003; ROJAS e
COLS., 2005; WANG e COLS., 2005; POPOV e COLS. 2007). Diversas sub-
populacdes de células-tronco tem sido utilizadas em terapia celular, como por
exemplo, as células-tronco mesenquimais (estromais) e células-tronco
hematopoéticas (KRAUSE e COLS., 2001; KOTTON e COLS., 2001; ORTIZ e
COLS., 2003; ROJAS e COLS., 2005; WANG e COLS., 2005; GUPTA e
COLS., 2007; XU e COLS., 2007; POPQV e COL.S, 2007). Entretanto, ainda é
controverso qual sub-populacdo de células derivadas de medula éssea seria
capaz de se “enxertar” como células epiteliais, exercer acdo paracrina ou de
quimioatracdo. Portanto, optamos por realizar a terapia celular com a fragao
mononuclear das células derivadas de medula dssea (2 x 10° células/animal)
uma vez que, haveria menor manipulacdo das mesmas e facilitaria uma
possivel utilizacao clinica em humanos.

Krause e colaboradores (2001) realizaram experimentos em
camundongos irradiados que foram submetidos ao transplante de células-
tronco derivadas de medula éssea (1 x 10’ células/animal) e apés 11 meses
foram co-localizadas no 6rgao alvo através do cromossomo Y. Os autores

encontraram caracteristicas de pneumdacitos tipo Il nas células implantadas.
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Kotton e colaboradores foram pioneiros em sugerir a terapia
regenerativa com células-tronco mesenquimais na presenca de lesdao ao
epitélio alveolar. Os autores analisaram o transplante de células-tronco num
modelo experimental de lesdo pulmonar fibrética induzida por bleomicina. As
células-tronco (1-2 x 10° células/animal, em 0,2 mL PBS) foram injetadas na
circulagao sistémica 5 dias apods a inducdo da lesdo. Com 30 dias havia
diferenciagdo em pneumdcitos tipo | (KOTTON e COLS., 2001). Os autores
acreditam que a migracao e o enxerto das células transplantadas podem estar
relacionados aos fatores quimiotaticos liberados pela lesao epitelial celular
causada pela bleomicina. O modelo de lesdao pulmonar induzida por paraquat
também é um modelo de LPA que evolui para fibrose, em que observamos
aumento da deposig¢ao de colageno 7 dias apos induzida a leséo (LPA-SAL). O
tratamento com células mononucleares de medula 6ssea reduziu a deposi¢ao
de colageno no septo alveolar dos animais submetidos a lesdo por paraquat.
Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de células mononucleares
de medula éssea estarem inibindo o processo inflamatério por liberarem fatores
paracrinos como IL-6 e IL-1, FGF-2, FGF-7, fator de crescimento placentario,
TGF-a e VEGF-A (KINNAIRD e COLS., 2004; TAKAHASHI e COLS., 2006)
bem como inibirem a liberagao de TBG-f3, de grande potencial fibrogénico.

Ortiz e colaboradores também estudaram a possibilidade terapéutica de
células-tronco em modelo de lesdo induzida pela bleomicina. Os autores
administraram células mesenquimais derivadas de medula éssea (5 x 10°
células/animal, em 200 pL de PBS) logo apds (fase aguda) e sete dias (fase
cronica) apos a inducédo de lesdo pulmonar. Apos 14 dias, eles constataram

melhora histologica caracterizada por diminuigdes do colapso e edema
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alveolares bem como reducdo de metaloproteases. Outro resultado observado
foi redugcdo da deposicdo de colageno nos animais submetidos a terapia
celular. Entretanto, essa melhora ocorreu somente no grupo de animais
tratados na fase aguda da doenga (ORTIZ e COLS., 2003). Em nosso estudo, a
terapia celular também foi realizada durante a fase aguda com inje¢do de
células mononucleares de medula éssea (2 x 10° células/animal) 1 h apés a
indugdo da lesdo com paraquat (10 mg/kg). Nossos resultados séo similares
aos observados por Ortiz e colaboradores, uma vez que, houve reducao da
fracdo de area de colapso alveolar bem como da deposi¢cédo de colageno no
septo alveolar nos animais submetidos a terapia com células mononucleares
derivadas de medula 6ssea. E importante ressaltar que apesar de ndo haver
alteragdes funcionais evidentes na fase inicial (horas apds a indugao da lesao),
existem modificagdes histolégicas como colapso alveolar e infiltrado neutrofilico
no parénquima pulmonar (ROCCO e COLS., 2001; 2003). A inflamagao aguda
esta ligada diretamente a quimioatragdo das células injetadas para o local de
lesdo, podendo exercer agao protetora contra o aumento da lesdo (KRAUSE e
COLS. 2008). Um dos provaveis mecanismos seria um aumento da liberagcéo
de antagonistas de citocinas inflamatérias como inibidores de TNF-a e de
apoptose, produzidos pelos pneumdcitos tipo Il (ORTIZ e cols 2003; ROJAS e
COLS., 2005; CORBETT e ODEA., 2007). Assim, a intensa lesao inflamatéria
evidenciada na fase aguda da LPA (WARE E MATTHAY., 2000; UDOBI e
COLS., 2003; SOUZA e COLS., 2003; ROCCO e COLS., 2001; 2003; 2004;
MENDEZ E HUBMAYR, 2005; ROCCO e PELOSI, 2008) também nos
direcionou a injetar as células numa fase mais precoce, na tentativa de

minimizar danos alveolares e parenquimatosos. Yamada e colaboradores, ao
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analisarem os efeitos da terapia celular na lesdo pulmonar induzida por
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) também injetaram células
derivadas de medula dssea (1 x 10° células/animal) imediatamente apés a
indugdo da lesao por LPS (fase aguda) e a analise foi realizada apds 1
semana. Os autores demonstraram que a instilagdo de LPS induz uma rapida
mobilizagcdo das células medulares na circulacdo e que elas se “direcionam”
para o sitio de lesdo. Ademais, a terapia celular reduziu as alteracdes
morfolégicas quando comparados aos animais ndo tratados (YAMADA e
COLS., 2004).

A analise morfométrica nos permitiu observar a prevencdo do colapso
alveolar nos animais tratados com células mononucleares de medula éssea. A
persisténcia do colapso alveolar provavelmente contribuiu para a manutencao
da presséao viscoelastica e/ou inomogénea (Figura 19 e Tabela 10) elevada no
grupo com lesao submetido a terapia celular. De forma curiosa, observamos
colapso alveolar aumentado no grupo C-CEL (Tabela 11), ndo evidenciado por
outros autores na literatura (ORTIZ e COLS., 2003; ROJAS e COLS., 2005).
Esse resultado nao se correlaciona com os achados da mecanica respiratoria
do grupo C-CEL, ja que esses valores se mostraram inalterados. Logo,
podemos sugerir que as células derivadas de medula 6ssea poderiam induzir
algum tipo de processo inflamatério em organismos normais como proposto
Hashimoto e colaboradores ao encontrarem quantidade elevada de fibroblastos
em pulmdes tratados com células derivadas de medula 6ssea (HASHIMOTO e
COLS., 2004), uma vez que, ndao encontramos aumento na deposi¢ao de fibras

colagenas nos animais controle.
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Considerando a fibrogénese induzida pelo paraquat, nossos resultados
confirmam o aumento de fibras colagenas no septo alveolar no grupo LPA-SAL
em relagdo ao controle (Figura 23). A terapia de células mononucleares
derivadas de medula dssea acarretou redugcdo da deposicdo de colageno em
relacdo aos animais nao tratados (LPA-SAL). Rojas e colaboradores
observaram que os animais tratados com bleomicina apresentaram um
aumento significativo na expressao génica de algumas citocinas pro-fibroticas e
inflamatdrias, retornando a valores basais, quando estes animais eram tratados
com as células mesenquimais derivadas de medula 6ssea (5 x 10°
células/animal). Os autores acreditam que a protegédo adquirida pelo tratamento
com células-tronco envolve a supressao da inflamacgéao (IL-2; IL-4;IL-1pB; IFN-y)
bem como a produgéo de fatores de crescimento regenerativos como G-CSF e
GM-CSF (ROJAS e COLS., 2005). Xu e colaboradores analisaram o efeito
protetor do transplante de células-tronco mesenquimais (5 x 10° células/animal)
derivadas de medula 6ssea no modelo de injegao intra-peritoneal de LPS. Os
autores concluiram que a terapia celular foi capaz de reduzir tanto a resposta
inflamatoria local quanto sistémica induzida pela endotoxina. Os autores
acreditam que este resultado n&o foi decorrente da implantacdo e/ou da
diferenciagao celular, mas da liberagdo de quimioatrativos produzidos pelas
células-tronco bem como das interacdes fisicas e humorais entre células-tronco

e células pulmonares residentes (Xu e COLS., 2007).
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VII. CONCLUSOES

O modelo experimental de lesdo pulmonar induzida por paraquat na
dose de 10 mg/kg mostrou-se ser eficaz, reprodutivel e de baixo custo, sendo
que as alteragbes morfofuncionais pulmonares se assemelham aquelas
encontradas na lesao pulmonar aguda em humanos.

O tratamento com células mononucleares de medula éssea impediu os
aumentos nas elastancias pulmonares (Est e Edyn) e na presséao resisitiva
(AP1) ocasionados pela lesdo pulmonar aguda. Entretanto, apenas minimizou
as alteragdes dos componentes viscoelasticos (AP2) nos pulmdes dos
camundongos C57BL6.

A analise morfométrica possibilitou observar reducdo do colapso
alveolar nos animais com LPA submetidos a terapia celular e aumento do
colapso alveolar nos animais normais submetidos ao tratamento com células
monucleares derivadas de medula éssea.

O tratamento com células mononucleares de medula 6ssea reduziu a
deposigao de colageno no septo alveolar dos animais com lesdo pulmonar
aguda bem como preservou a ultra-estrutura do epitélio alveolar desses
animais.

Dessa forma, a utilizagcao terapéutica de células derivadas de medula
O0ssea na fase precoce da lesdo pulmonar aguda preveniu a maior parte das
modificagdes funcionais e morfolégicas que ocorrem na lesdao pulmonar

induzida por paraquat em camundongos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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