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RESUMO

TERAPIA COM CELULAS MONONUCLEARES DERIVADAS DA MEDULA
OSSEA EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE LESAO PULMONAR AGUDA DE
ETIOLOGIA PULMONAR E EXTRAPULMONAR

Indianara Maria Aratjo do Nascimento

Orientadora: Patricia R. M. Rocco

Resumo de tese de doutorado submetida ao Programa de PoOs-graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias.

A fisiopatologia da lesdo pulmonar aguda (LPA) difere de acordo com a
etiologia da lesdo. Portanto, a hipotese do estudo é que os efeitos da terapia com
células mononucleares derivadas da medula 6ssea (CMMO) podem agir
diferentemente no pulméo e érgdos a distancia em modelos experimentais de LPA
pulmonar e extrapulmonar com similar comprometimento da mecéanica pulmonar.
Em animais controle, salina estéril foi instilada via intratraqueal ou intraperitoneal,
enquanto animais no grupo LPA receberam lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli, via intratraqueal (40 pg, LPAp) ou intraperitoneal (400 pg,
LPAexp). Seis horas apds administracdo de LPS, os animais dos grupos controle
e LPA, pulmonar e extrapulmonar, foram novamente randomizados em subgrupos
que receberam salina (0,05 mL) ou CMMO (2x10°) via intravenosa. No dia 7 ap6s
administracdo de CMMO, os seguintes achados foram observados: 1) reducédo na
taxa de mortalidade, elastancia estatica, colapso alveolar e celularidade no lavado
broncoalveolar (BALF) em ambos os grupos LPA, principalmente na LPAexp, 2)
diminui¢do no conteudo de fibras colagenas no septo alveolar, nimero de células
apoptoticas no pulmao, rim e figado, e niveis de interleucinas (IL)-6, KC (homdélogo
do IL-8 em camundongos) e IL-10 no BALF, assim como, reparo na membrana
basal, epitélio e endotélio, independentes da etiologia da LPA, 3) aumento na
expressdao de RNAm para o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
diminuicdo para o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de
crescimento derivado da plaqueta (PDGF), e fator de crescimento transformador
beta (TGF)-B em ambos os grupos LPA, e 5) aumento no niumero de células green
fluorescent protein (GFP)+ no pulméo, rim e figado na LPAexp. Em concluséo, a
terapia com CMMO foi efetiva na modulacdo do processo inflamatorio e
fibrogénico em ambos os modelos de LPA, embora tenha reduzido de forma mais
significativa a mortalidade e melhorado a mecéanica pulmonar e histologia na
LPAexp. Estes beneficios podem ser atribuidos a fixacao e/ou efeito paracrino das
CMMO.

Palavras Chaves: lesdo pulmonar aguda, sindrome do desconforto respiratério
agudo, células-tronco, mecanica pulmonar, remodelamento pulmonar .



ABSTRACT

BONE MARROW-DERIVED MONONUCLEAR CELL THERAPY IN
EXPERIMENTAL PULMONARY AND EXTRAPULMONARY ACUTE LUNG
INJURY

Indianara Maria Aratjo do Nascimento

Orientadora: Patricia R. M. Rocco

Resumo de tese de doutorado submetida ao Programa de PoOs-graduacdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias.

The pathophysiology of acute lung injury (ALI) differs according to the type
of primary insult. We hypothesized that bone marrow-derived mononuclear cell
(BMDMC) therapy might act differently on lung and distal organs in models of
pulmonary (p) or extrapulmonary (exp) ALl with similar mechanical compromise. In
control animals, sterile saline solution was intratracheally or intraperitoneally
injected, whereas ALl animals received Escherichia coli lipopolysaccharide
intratracheally (40 ug, ALIp) or intraperitoneally (400 pg, ALlexp). Six hours after
lipopolysaccharide administration, ALlp and ALlexp animals were further
randomized into subgroups receiving saline (0.05 mL) or BMDMC (2x10°
intravenously. At day 7, BMDMC led to: 1) significant reduction in mortality rate,
static lung elastance, fraction area of alveolar collapse, and bronchoalveolar
lavage fluid (BALF) cellularity (higher in ALIexp than ALIp), 2) decrease in collagen
fiber content, number of apoptotic cells in lung, kidney, and liver, and interleukin
(IL)-6, KC (murine IL-8 homolog), and IL-10 levels in BALF, as well as repair of
basement membrane, epithelium and endothelium independent of ALI etiology, 3)
increased mMRNA expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
decrease in insulin-like growth factor (IGF), platelet-derived growth factor (PDGF),
and transforming growth factor (TGF)-B in both ALI groups, and 5) increased
number of green fluorescent protein (GFP)+ cells in lung, kidney, and liver in
ALlexp. In conclusion, the BMDMC therapy was effective in modulating the
inflammatory and fibrogenic process in both ALI models, although it reduced
mortality and improved lung mechanics and histology more in ALlexp. These
beneficial results may be attributed to BMDMC engraftment and/or paracrine
effects.

Key Words: acute lung injury, acute respiratory distress syndrome, stem cell, lung
mechanics, lung remodeling.
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1 INTRODUCAO

A Leséo Pulmonar Aguda (LPA) e a Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (SDRA) sédo caracterizadas por uma reacdo inflamatdria difusa do
parénquima pulmonar a uma variedade de agressdes pulmonares ou sistémicas,
com aumento da permeabilidade alvéolo-capilar associada a uma série de
anormalidades clinicas, radiologicas e fisiologicas (BERNARD e cols., 1994,
BERNARD, 2005).

Durante os 45 anos, desde a descri¢céo inicial da SDRA, uma variedade de
informacdes acerca dos fatores de risco, co-morbidades e mortalidade hospitalar
vém sendo estudada. A incidéncia da LPA/SDRA varia significativamente entre os
estudos, podendo refletir as diferentes definicdes usadas na literatura desde 1971
(ARTIGAS e cols., 1998; CHEUNG e cols., 2006, VILLAR e cols., 2007).
Recentemente, estudo epidemioldgico prospectivo mostrou incidéncia de
aproximadamente 200.000 casos por ano nos Estados Unidos com
aproximadamente 75.000 mortes por LPA/SDRA (RUBENFELD e cols., 2005).

A gravidade dessa doenca faz com que métodos avancados de suporte de
vida como a utilizacdo de ventilacdo mecéanica e o uso de potentes terapias
medicamentosas sejam adotados (AMATO e cols., 1998; CEPKOVA & MATTHAY,
2006, DEAL e cols., 2008; SHYAMSUNDAR e cols., 2009). Entretanto, apesar dos
avancos terapéuticos, a taxa de mortalidade nestes pacientes continua elevada,
sendo de aproximadamente 35-40% (ARTIGAS e cols., 1998; BRUN-BUISSON e
cols., 2004; VILLAR e cols., 2007, PHUA e cols., 2009). Nesse contexto acredita-

se gue uma terapia eficaz para o tratamento da LPA/SDRA deva promover
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simultaneamente atenuac¢éo da resposta inflamatoria e adequado reparo da lesédo
pulmonar. Assim, a terapia celular surge como uma possivel ferramenta para a
reversao dos eventos patolégicos da LPA/SDRA, ou pelos menos, atenuacao dos
sintomas da mesma (KOTTON e cols., 2001; GUPTA e cols., 2004; YAMADA e
cols., 2004; MEI e cols., 2007; LEE e cols., 2009).

Estudos experimentais sugerem que as células-tronco apresentam um
importante papel no desenvolvimento, reparo e remodelamento alveolar apés
injaria (WEISS e cols., 2006). As células-tronco sédo células indiferenciadas com
habilidade de auto-replicacéo (gerar copias idénticas de si mesma) e diferenciacao
em diversas células do organismo. Sob determinadas condi¢des, ainda séao
capazes de estimular a sintese de mediadores pro- e anti-inflamatorios e fatores
de crescimento. Destarte, elas podem vir a ser promissoras na reversao de
doencas respiratorias (PITTENGER e cols., 1999; LOI e cols., 2006; WEISS, 2007,
ASLAM e cols., 2009; BALASUBRAMANIAM e cols., 2009), podendo ser uma
nova proposta terapéutica na LPA/SDRA, na tentativa de minimizar o processo

inflamatorio e de fibrogénese, bem como reduzir a taxa de mortalidade.

1.1 CONCEITO DA LESAO PULMONAR AGUDA

A LPA e a SDRA séao sindromes caracterizadas por critérios fisiolégicos e
radioldgicos em que hd uma extensa leséo as células e estruturas da membrana
alvéolo-capilar que ocorre dentro de horas a dias apés um fator predisponente
(MATTHAY e cols., 2003).

As anormalidades fisiologicas primarias sdo hipoxemia arterial severa
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refrataria ao uso de altas fragGes inspiradas de oxigénio (FiO;), edema alveolar
resultante da alteracdo da permeabilidade alvéolo-capilar com conseqlente
diminuicdo na complacéncia pulmonar e aumento do trabalho respiratdrio, uma
das razdes pelas quais a assisténcia ventilatéria mecéanica € necessaria. Os
exames histologicos evidenciam microatelectasias, congestdo vascular,
hemorragia e edema intra-alveolar rico em proteina, formacdo de membrana
hialina revestindo a superficie alveolar, edema intersticial e fibrose (SCHUSTER,
1995; GUNTHER e cols., 2001; SOUZA e cols., 2003).

Em 1994, o consenso entre as Sociedades Americana e Européia de
Pneumologia e Terapia Intensiva estabeleceram o0s seguintes critérios para
definicdo da SDRA: (1) inicio agudo, (2) infiltrado bilateral difuso a radiografia de
torax, (3) pressao capilar pulmonar < 18 mmHg ou auséncia de evidéncias clinicas
de faléncia cardiaca esquerda, e (4) indice de oxigenacgéo (relacdo entre pressao
parcial de oxigénio arterial e fracdo inspirada de oxigénio [PaO,/FiO,]) < 300,
qgualquer que fosse o nivel de pressao positiva expiratéria final (PEEP) utilizado.
Os quadros mais leves, caracterizados por PaO,/FiO, entre 200 e 300, seriam
denominados de LPA (BERNARD e cols., 1994). Essa definicdo vem permitindo
melhor comparacdo, compreensdo e padronizacdo nos estudos clinicos da LPA e

SDRA (ARTIGAS e cols., 1998).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA LESAO PULMONAR AGUDA

Os fatores predisponentes ou desencadeantes da LPA/SDRA incluem uma
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variedade de processos que afetam direta ou indiretamente os pulmdes. Sao
consideradas lesBGes diretas, aquelas que ocorrem primariamente no epitélio
alveolar, como € o caso das pneumonias ou aspiracdo de acidos gastricos, e
lesBes indiretas, as que ocorrem através do endotélio vascular da membrana
alvéolo-capilar, como é o caso da sepse, trauma grave ndo toracico e circulagédo
extra-corporea (BERNARD e cols., 1994).

Recentes investigagcbes mostraram diferencas no curso clinico e resolucao
da doencga dependendo do fator predisponente, podendo ser resultado da ativacao
de diferentes mecanismos inflamatorios (ROCCO & PELOSI, 2008). A leséo
pulmonar causada por um insulto direto ao epitélio alveolar induz a perda da
integridade epitelial acarretando alteracdo na permeabilidade, modificagdo no
transporte de fluidos e na remocédo do edema do espaco alveolar, assim como,
reducdo na producdo e turnover do surfactante (WARE & MATTHAY, 2000).
Assim, na lesdo direta h4 um predominio de consolidagéo alveolar com presenca
de edema, deposicdo de fibrina e colageno, agregado plaquetario e hemacias.
Quando o insulto € indireto, hA menor dano ao epitélio alveolar, com prevaléncia
de colapso do espaco alveolar conseqiiente a congestdo microvascular e edema
intersticial devido a disfuncdo da célula endotelial pulmonar induzida pela acdo
dos mediadores inflamatorios liberados por varios tipos celulares incluindo
neutréfilos, macrofagos, mondécitos e plaquetas na circulacdo sistémica
(MATTHAY & WIRNER-KRONISH, 1990; GEISER, 2003; SHIMABUKURO e cols.,
2003; ESTEBAN e cols., 2004; MENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols., 2006;
LEITE-JUNIOR e cols., 2008).

A andlise da radiografia de térax, associada ao conceito fisiopatoldgico de
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alteracdo difusa da membrana alvéolo-capilar, conduziu a uma interpretacao
errbnea de que a LPA/SDRA seria uma doenca com acometimento difuso do
parénquima pulmonar. A tomografia computadorizada de térax permitiu
demonstrar que ha uma heterogeneidade no acometimento alveolar. As areas
pulmonares, dependentes da gravidade, apresentam graus variaveis de
condensacdes e atelectasias, e as demais regides apresentam areas normalmente
aeradas ou até mesmo hiperinsufladas (GATTINONI e cols., 1998; PUYBASSET e
cols., 1998).

A evolucdo clinica dos pacientes com LPA/SDRA € variavel, sendo
influenciada por diferentes fatores, incluindo a etiologia da lesédo (GEISER, 2003).
Até recentemente, a historia natural da LPA/SDRA era descrita acerca de duas
fases distintas: uma aguda, inflamatdria ou exudativa, e outra tardia, iniciada
aproximadamente 72 horas ap0s o insulto inicial, denominada fibroproliferativa. No
entanto, recentemente, tem se demonstrado que o processo fibrotico inicia-se
precocemente no curso da LPA/SDRA, onde respostas transcricionais em genes
envolvidos na inflamacdo e reparo na LPA sdo expressos simultaneamente na
fase inicial da lesdo (MARSHALL e cols., 2000; ROCCO e cols., 2001; DOS
SANTOS, 2008; ROCCO e cols.,, 2009). Desta forma, alguns pacientes
recuperam-se da LPA/SDRA durante a primeira semana da doenca, outros
morrem nesse periodo, e alguns progridem para uma fase fibrotica, sendo o
estagio de organizacdo do exsudato intra-alveolar e intersticial adquirido na fase
aguda (SOUZA e cols., 2003; ROCCO e cols., 2001; 2004).

O processo fibrotico resulta de uma interacdo complexa entre fibroblastos e

macrofagos. Os fibroblastos migram para regides lesionadas e sdo estimulados a
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produzir e secretar colageno e outras proteinas da matriz extracelular, sendo a
fibrose intra-alveolar mais importante que a fibrose intersticial na estrutura do
remodelamento pulmonar, porque ela resulta em obliteracdo alveolar,
coalescéncia da parede alveolar e perda funcional das unidades alvéolo-capilares
(MEDURI e cols., 1991). Extensa fibrose pulmonar esta presente em 55% das
autopsias de pacientes com SDRA, sugerindo que um reparo inadequado pode

contribuir para morbidade e mortalidade nesses pacientes (DOS SANTOS, 2008).

1.3 REPARO DA LESAO PULMONAR

Um dos mais importantes mecanismos que determinam a gravidade da
lesdo pulmonar é a intensidade da lesdo na barreira alvéolo-capilar sendo a
possibilidade de reparar a lesao epitelial na fase inicial, o principal determinante da
recuperacao (WARE & MATTHAY, 2000).

O grande desafio do processo do reparo funcional da barreira alvéolo-
capilar deve comecar com a reversao do edema e proteinas e reepitelizacdo da
barreira alvéolo-capilar. A resolucdo do edema alveolar deve ser feita através do
transporte ativo de sodio do espaco alveolar para o intersticio seguido do
transporte passivo de agua, enquanto as proteinas, tanto sollveis quanto
insollveis, devem ser removidas por endocitose, transcitose e fagocitose
(SHIMAKUBURO e cols., 2003). A remocdo das proteinas insollveis é
particularmente importante, j& que a membrana hialina fornece estrutura para o

crescimento de tecido fibroso (GEISER, 2003).
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O epitélio alveolar usualmente exibe extensa necrose de células alveolares
tipo I, levando a desnudacdo da membrana basal com formacdo de membrana
hialina (GEISER, 2003). As células tipo | sdo altamente vulneraveis a leséo,
entretanto as células tipo Il sdo mais resistentes e podem funcionar como células
progenitoras para regeneracao do epitélio alveolar apds a lesdo. A hiperplasia de
células tipo Il é tipica na fase proliferativa da LPA (YEN e cols., 2006). As células
migram e iniciam a proliferacdo ao longo do septo alveolar na tentativa de recobrir
a membrana basal desnuda e restabelecer a continuidade do epitélio alveolar
(GEISER, 2003). Esta proliferacdo € controlada por fatores de crescimento,
incluindo fator de crescimento de hepatécito e fator de crescimento de fibroblasto
(WARE & MATTHAY, 2000; QUESNEL e cols., 2008).

O mecanismo pelo qual ha resolucdo da proliferacdo e migracdo de
pneumacitos tipo Il para o reparo do dano alveolar permanece incerto. Acredita-se
gue, o fim da proliferacdo pode estar associado a diminuicdo dos fatores de
crescimento, perda do contato inibitério da contiglidade das células tipo I,
alteracdo na estrutura da matriz extracelular ou aumento dos niveis de citocinas
inibitérias (WANG e cols., 2002). Wang e colaboradores (2002) e Hagimoto e
colaboradores (2002) também demonstraram que a apoptose das células tipo Il
mediada pela via Fas/FasL parece ser o principal mecanismo envolvido com o
processo de reparo e remodelamento na LPA, podendo envolver angiotensina Il e
fator de crescimento transformador (TGF)-.

O remodelamento e reparo dependem da causa primaria da lesdo. Nesse

contexto, estudos experimentais demonstraram que a LPA causada por uma
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agressao primaria ao endotélio acarretava fibrose precoce que se reparava com o
progredir da lesdo, diferentemente de quando a leséo inicial era direta ao epitélio
alveolar, onde havia fibrose que se perpetuava com o decorrer da lesdo, sugerindo
a importancia do epitélio na manutencao da fibrogénese (SANTOS e cols., 2006).
Menezes e colaboradores (2005) também constataram, através de microscopia
eletrénica, que 24 horas apos inducdo de lesdo pulmonar direta ou indireta por
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (E. coli) havia proliferacdo de
fibroblastos no septo alveolar e presenca de fibras colagenas tipo Ill, sugerindo
gue a sintese de colageno reagia rapidamente a agresséo pulmonar.

Dentro da parede alveolar, os fibroblastos se proliferam e migram através
da membrana basal para dentro do exudato intra-alveolar (GEISER, 2003). Se o
exudato fibrinoso puder ser resolvido, a restauracdo da arquitetura pulmonar
normal podera ser alcangada. No entanto, se as células alveolares tipo Il migrarem
sobre a superficie do tecido de granulacdo, a fibrose intersticial pode se
desenvolver (SANTOS e cols., 2006). Desordem no turnover da fibrina também
pode levar a deposicao de fibrina no espaco alveolar, acelerando o processo
fibrético. Isto pode levar a piora na troca gasosa e reducdo na complacéncia
pulmonar (BREEN, 2000; IDELL, 2003).

Os macréfagos alveolares também tém importante papel na progresséo da
LPA para uma fase fibroproliferativa, uma vez que secretam varios mediadores
pré-inflamatorios como interleucinas (IL)-18, IL-8 e IL-13 e fatores de crescimento
como TGF-B, TGF-qa, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de
crescimento derivado da plagueta (PDGF) e fator de crescimento de fibroblastos

(FGF) que influenciam a migracdo de células mesenquimais, proliferacdo e
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deposicao de componentes da matriz extracelular (DOS SANTOS, 2008).

Portanto, o processo de reparo epitelial inclui interacdes célula-célula e
interacdo entre células alveolares tipo Il e matriz extracelular que sdo coordenados
por uma variedade de mediadores liberados no espaco alveolar na LPA e que
pode ocorrer de maneira heterogénea no tempo e no espaco (INGBAR, 2000;
GEISER, 2003; SANTOS e cols., 2006). Porém, ndo se sabe quais os fatores que
determinam se o individuo vai evoluir com fibrose pulmonar ou restaurar a
arquitetura pulmonar. A eficiéncia no reparo do epitélio alveolar pode reduzir o
desenvolvimento de fibrose em pacientes, ja que a presenca de epitélio alveolar
intacto suprime a proliferacdo fibroblastica e a deposi¢do na matriz (ADAMSON e
cols., 1988).

Outro importante mecanismo envolvido na reconstituicAio da membrana
alveolar € a regeneracéo celular. Acredita-se que em condicdes fisioldgicas, exista
um suficiente nimero de células progenitoras residentes capazes de reparar o
epitélio dando origem a células epiteliais relativamente mais proliferativas e
resistentes a apoptose induzida por lesdo. Entretanto, apos lesao significativa a
capacidade das células locais em reconstituir o epitélio desnudado é insuficiente e
células progenitoras circulantes precisam ser recrutadas ou células-tronco
exogenas utilizadas contribuindo, assim, com o reparo (WARBURTON e cols.,

2008).

1.4 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sédo células indiferenciadas, conhecidas pela sua
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capacidade de auto-renovacao, proliferacdo e plasticidade. Elas possuem um
potencial de diferenciacao variado, ou seja, algumas células sdo completamente
indiferenciadas e outras sdo diferenciadas nos tecidos em que residem, podendo
ser assim classificadas em (1) totipotentes que sdo as mais indiferenciadas,
capazes de gerar todos os tipos de células completamente diferenciadas do
organismo, (2) pluripotentes que séo células capazes de dar origem a todos os
tipos de células exceto anexos placentarios, e se diferenciam em células
provenientes dos trés folhetos embrionarios, (3) multipotentes que sao
responsaveis por uma pequena taxa de diferenciacdo, e ddo origem apenas aos
tipos celulares do proprio tecido em que residem e, (4) unipotentes que s&o
células capazes de gerar apenas um tipo celular, como é o caso dos pneumaocitos
tipo Il que podem dar origem aos pneumacitos tipo | (GRIFFITHIS e cols., 2005,
ABREU e cols., 2008; WEISS e cols., 2008).

As células-tronco podem ainda ser divididas em dois tipos: endbégenas e
exdgenas. As células enddgenas contribuem localmente para o restabelecimento
celular, isto é, apresentam células-tronco tecido-especificas, assim chamadas
células-tronco somaticas adultas (ALIOTTA e cols, 2005). O epitélio alveolar, por
exemplo, é classificado como um tecido de renovacdo continua. As células
epiteliais tipo Il parecem ser as células-tronco do parénquima pulmonar. No inicio
de 1970, muitos investigadores observaram grande aumento no numero de
pneumacitos Il que se diferenciava em células tipo | na superficie alveolar durante
o reparo dos pulmdes que sofreram lesdo por hiperoxia ou pneumonia (YEN e
cols, 2006). As células-tronco adultas sdo raras e sua capacidade de proliferacdo

muito baixa em condi¢cbes basais (MATTHAY e cols., 2003; NEURINGER &
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RANDELL, 2004), assim, as células exdégenas derivadas da medula éssea podem
contribuir para o reparo tecidual em lesGes mais graves, fazendo-se necessério a
busca de uma fonte alternativa de células, como é o caso dos transplantes de
células-tronco (YEN e cols., 2006).

O termo células-tronco derivadas da medula 0ssea é utilizado para indicar
uma populacado, ou populagdes de células derivadas da medula 6ssea que podem
participar no remodelamento e reparo da lesdo (WEISS e cols., 2006). A medula
Ossea € fonte de duas distintas populacbes de células-tronco: células-tronco
hematopoiéticas (HSCs), que sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
linhagens inteiras de células sanguineas, incluindo leucocitos, hemécias e
plaguetas, e células-tronco mesenquimais (MSCs) que dao origem a uma
variedade de tecidos conectivos localizados em diferentes camadas germinativas
(WEISS e cols., 2006; YEN e cols., 2006). Vérios estudos usando transplante de
HSC ou MSC em modelo experimental de lesdo pulmonar e em estudos clinicos
também tém demonstrado que as células-tronco derivadas da medula éssea
podem ser convertidas em pneumdcitos tipo Il (ORTIZ e cols., 2003; SURATT e
cols., 2003; MATTSSON e cols., 2004).

O mecanismo pelo quais as células assumem fenoétipos pulmonares
permanece incerto (ALIOTTA e cols., 2006; DOONER e cols., 2008). Dentre eles,
a transdiferenciacdo pode ser definida como um processo onde uma célula ja
diferenciada se transforma em outro tipo celular completamente diferenciado (ex:
células-tronco hematopoiéticas se diferenciando em tecido pulmonar) (YEN e
cols., 2006). Nesse processo, ocorre uma mudanca na morfologia e na

programacao genética da célula que ocorre através da alteragdo da expressao de
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um gene regulador mestre que define as caracteristicas de uma célula especifica.
Estudos recentes indicam também que as células-tronco da medula podem alterar
de forma continua e reversivel seu fenétipo em determinadas fases do ciclo celular
na dependéncia de citocinas ou que seja possivel em certas fases do ciclo celular,
gue as células-tronco da medula expressem receptores especificos que podem
receber sinais externos que permitam eventual diferenciacdo em células
pulmonares (DOONER e cols., 2008). Alguns autores demonstraram, no entanto,
gue pode ocorrer fusdo de células, na qual duas células se fundem formando um
heterocéarion (dois nacleos) (HERZOG & KRAUSE, 2006; KRAUSE, 2008). Nesse
contexto, a fusdo das células-tronco adultas derivadas da medula 0ssea com
células epiteliais pulmonares pode ocorrer sob varias circunstancias in vitro,
embora esse fendbmeno pareca ndo ocorrer com tanta frequéncia em pulmdes in
vivo (NEURINGER & RANDELL, 2004; WEISS e cols., 2006). E importante
ressaltar, no entanto, que nem sempre ocorre reprogramacao génica como
resultado dessa fuséo, ndo caracterizando dessa forma a formagdo de um novo
tipo celular como na plasticidade (TERADA e cols.,, 2002, NEURINGER &
RANDELL, 2004; HERZOG & KRAUSE, 2006; WEISS e cols., 2006).

O recrutamento das células-tronco derivadas da medula Ossea
provavelmente se deve a sinais quimiotaticos liberados na lesdo ou
remodelamento, assim como expressdo de moléculas de adesdo especificas ou
outras proteinas servindo como fator de atracdo para essas células. Quando sdo
expostos a fatores de crescimento e citocinas, as células estromais adultas podem

desenvolver fendtipos com caracteristicas de fibroblastos, osteoblastos,
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condrocitos ou adipdcitos. Isto sugere que, a liberacdo de mediadores sollveis
pelas células epiteliais e/ou contato direto célula a célula entre epitélio e células
mesenquimais possam influenciar a conversdo fenotipica de células-tronco
estromais em células pulmonares epiteliais (BURNHAM & MOSS, 2006; WEISS e
cols., 2006). Nesse contexto, Hashimoto e colaboradores (2004) observaram que
as quimiocinas (CXC) liberadas pelas células inflamatorias no pulméo lesado
poderiam ser importantes para o influxo de células derivadas de medula 6ssea
para o pulmé&o. A expressdo de RNAm para SDF-1a se elevou no pulméo lesado
em relacdo ao controle, sendo especulado seu envolvimento nesse mecanismo
molecular (HASHIMOTO e cols., 2004).

Outro mecanismo que vem sendo estudado é o da liberacdo de citocinas e
fatores de crescimento oriundos das ceélulas derivadas da medula Ossea, o
chamado efeito paracrino (KINNAIRD e cols., 2004; LEE e cols., 2009). Estudos
experimentais tém mostrado que células mononucleares derivadas da medula
0ssea (CMMO) séo capazes de produzir varias citocinas, in vitro e in vivo, fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), FGF e angiopoietina-1 (HAMANO e cols.,
2000; KOBAYASHI e cols., 2000; NISHIDA e cols., 2003; KINNAIRD e cols., 2004,

TAKAHASHI e cols., 2006).

1.5 TERAPIA CELULAR NA LESAO PULMONAR AGUDA

A terapia com células-tronco derivadas da medula O0ssea vem sendo

realizada em modelos experimentais de LPA (ABREU e cols., 2008). Nesse
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contexto, Yamada e colaboradores (2004) demonstraram que o estimulo
inflamatdrio, por si sO, acarreta recrutamento de células progenitoras da medula
Ossea para a circulacdo sistémica, com posterior diferenciacdo em células
epiteliais e endoteliais. Além disso, observaram-se alteracbes sugestivas de
enfisema pulmonar nos animais que tiveram a medula 0ssea irradiada, antes da
administracdo de LPS. Logo, as células progenitoras da medula &ssea
demonstraram ter grande importancia no processo de reparo da lesdo pulmonar.

Recentemente, também foi observada relacdo direta entre o numero de
células progenitoras endoteliais e a sobrevida na LPA/SDRA. Tais células séo
subtipo das células-tronco hematopoiéticas, isoladas do sangue periférico de
humanos, com capacidade de reparar e reconstituir o endotélio pulmonar lesado
na LPA/SDRA. Adicionalmente essas células estimulam e promovem: 1) a
secrecgdo de fatores de crescimento paracrinos, regulando a resposta angiogénica
e 2) a interagao celular, facilitando a proliferacdo e crescimento celulares
(BURNHAM e cols., 2005). Assim, o estimulo das células progenitoras na
circulagdo pode representar uma nova intervencdo terapéutica para a LPA
(STRIPP, 2008; WARBURTON e coals., 2008).

O recrutamento de células-tronco da medula 6ssea também tem sido
induzido pela administracdo de diversas citocinas, quimiocinas e agentes
guimioterapéuticos, sendo o mais utilizado o fator estimulante de colbnias de
granuldcitos — mondcitos (GMCSF). Tal fator promove melhora da troca gasosa
em pacientes com sepse grave e disfuncdo respiratoria (PRESNEILL e cols.,
2002). Entretanto, a administracdo de GMCSF em individuos saudaveis, com o

intuito de recrutar células-tronco para posterior doacdo, estd associada a uma
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série de efeitos adversos como dor 0ssea, cefaléia, além de fadiga generalizada
em aproximadamente 30% dos casos. As complicacbes pulmonares néo estao
descartadas, sendo as mais frequentes SDRA e a pneumonia intersticial. No caso
das células progenitoras endoteliais, ja foi observado que o GMCSF e o VEGF
parecem nao estar correlacionados com o recrutamento e conseqiiente aumento
do numero de tais células. Logo, mais estudos sdo necessarios para avaliarmos
os verdadeiros efeitos das células progenitoras endoteliais no reparo do dano
endotelial na SDRA (PRESNEILL e cols., 2002).

Rojas e colaboradores (2005a) demonstraram efeito benéfico da
administracdo de células mesenquimais derivadas da medula 6ssea na lesdo
pulmonar induzida por bleomicina em camundongos. Os autores constataram que
0 grau de lesdo pulmonar foi minimizado nos camundongos que eram mielo-
suprimidos, enquanto que nos animais que apresentavam a medula integra, a
lesdo foi quase toda resolvida; sugerindo que tanto as células-tronco exdégenas
guanto as endogenas desempenham importante papel no reparo da lesdo
pulmonar, provavelmente por reduzir os niveis de diversas citocinas, tais como
interferon (IFN)-y, IL-2, IL-18 e IL-4, e promover a liberacdo de GMCSF, que
acabam por recrutar as células-tronco para o local da lesdo. As células-tronco
mesenquimais também se diferenciaram em diversos tipos celulares do tecido
pulmonar como: células epiteliais tipo | e IlI, fibroblastos e células endoteliais,
porém ainda ndo se sabe se tais células se originam da fusdo com células
residentes do proprio tecido ou realmente de sua diferenciacéo.

Certamente, mais estudos sd0 necessarios para determinar a verdadeira

fonte celular de fatores quimiotaticos e os efeitos da interacdo entre a leséo
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pulmonar e o0 conseqlente recrutamento de células-tronco, com posterior
diferenciacdo das mesmas. Xu e colaboradores (2007) demonstraram que a
administracdo de células mesenquimais derivadas da medula 6ssea na LPA
induzida por LPS preveniu a lesdo pulmonar e reduziu a resposta inflamatoria
sistémica, por suprimirem a producao de citocinas pré-inflamatorias e estimularem
a liberacéo de citocinas antiinflamatorias, ndo sendo necessaria interacéo entre as
células-tronco e as células pulmonares; porém, se ocorresse essa interacdo, a
resposta antiinflamatdria seria potencializada.

A administracdo de células-tronco mesenquimais em associagcdo com um
potente fator vasoprotetor, a angiopoetina-1, na circulacdo pulmonar foi avaliado
por Mei e colaboradores (2007) em modelo de LPA induzida por LPS, sendo
observado que as células-tronco mesenquimais quando administradas
isoladamente minimizaram parcialmente a inflamacg&o pulmonar. No entanto, a
administracdo das células-tronco mesenquimais transfectadas com angiopoetina-1
resultou em melhora do processo inflamatorio, reduzindo os niveis de diversas
citocinas e quimiocinas no fluido do lavado broncoalveolar (BALF), acarretando
diminuicdo da permeabilidade e conseqiiente extravasamento de plasma. Além
disso, acredita-se que essa producdo aumentada de angiopoetina-1 pelas células
mesenquimais geneticamente modificadas reduzem a produgdo de moléculas de
adesdo, minimizando o influxo de células inflamatérias para o espago alveolar e
diminuindo, por conseguinte, a lesdo tecidual.

Recentemente, Lee e colaboradores. (2009), demonstraram que o0
transplante alogénico de células-tronco mesenquimais humanas em um modelo ex

vivo de pulmdo humano submetido a LPA por instilagdo de E.coli resultou em
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reducéo do edema alveolar e melhora da integridade da barreira endotelial com
restauracdo do transporte de fluido através do epitélio alveolar e que estes
resultados sdo em parte mediado pela secrecdo de fator de crescimento
keratindcito (KGF).

Em resumo, apesar da escassa literatura na LPA, evidenciou-se que as
células-tronco enddgenas ou exdgenas promoveram melhora na leséo pulmonar e
seu consequente processo fibrético, ndo somente por produzir um reparo tecidual
mais adequado atraves da sua diferenciacdo em diversos tipos celulares do tecido
pulmonar, como também em funcdo de seus efeitos na reducdo da inflamacéo
pulmonar e sistémica e na liberacdo de fatores de crescimento, que estimulam a
proliferacdo celular. Portanto, a terapia celular € vista como uma possivel proposta
terapéutica para o tratamento da LPA/SDRA. Entretanto, mais estudos s&o
necessarios para um melhor entendimento dos efeitos das células-tronco no tecido

pulmonar na LPA/SDRA.
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2 JUSTIFICATIVA

O reconhecimento das diferentes fisiopatologias da LPA/SDRA pode levar a
resultados clinicos distintos e diferentes respostas aos tratamentos (PELOSI e
cols, 2003; ROCCO & ZIN, 2005; ROCCO & PELOSI, 2008). Atualmente, o
principal direcionamento da LPA/SDRA inclui o tratamento da doenca de base,
adequado suporte hemodinamico e ventilacdo com estratégia protetora. Acelerar o
processo de reparo ou atenuar a resposta inflamatoria parece ser os principais
alvos no manejo da LPA/SDRA.

Nesse contexto, a terapia celular realizada em alguns modelos de lesé&o
pulmonar tem demonstrado que células da medula 6ssea sdo capazes de se
diferenciar em epitélio bronquico e alveolar, mais especificamente com morfologia
e fendtipo de células tipo Il (KRAUSE e cols, 2001) e sdo capazes de induzir
reducdo significativa na inflamacdo, deposicdo de coldgeno, e ativacdo de
metaloproteinases (MMP) no tecido pulmonar provavelmente por produzir
antagonistas do fator de necrose tumoral (TNF)-a (ORTIZ e cols., 2003) ou outras
citocinas que interrompem as vias de sinalizacdo que levam a fibrose (ROJAS e
cols, 2005a). Contrariamente ao observado nos estudos anteriores, Hashimoto e
colaboradores (2004) constataram que a terapia celular na lesdo pulmonar
induzida por bleomicina induziu migracado pulmonar de fibroblastos derivados da
medula Ossea, com 27% dessas células expressando colageno tipo |
determinando agravamento do quadro de fibrose pulmonar. J& Kotton e

colaboradores (2005) observaram que quando autofluorescéncia, células mortas e
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contaminacdo de células sanguineas sdo excluidas da andlise tecidual, o
transplante de células-tronco em lesdo pulmonar por bleomicina ndo determinou
reconstituicdo de células do epitélio alveolar. A despeito dos resultados
contraditérios, faz-se necesséario entender 0os mecanismos responsaveis pela
liberacdo, proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco envolvidas no
mecanismo de reparo e remodelamento do parénquima pulmonar.

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que as células-tronco derivadas da
medula 6ssea possuem capacidade proliferativa e de diferenciagdo muito maior do
gue se imaginava. Essa elevada capacidade de diferenciacdo das células-tronco
esta relacionada a alguns fendbmenos no parénquima pulmonar tais como: 1)
diferenciacdo: processo atraveés do qual uma ceélula indiferenciada torna-se mais
complexa e especializada no que tange sua estrutura e funcao (ex: célula epitelial
tipo Il se diferenciando em tipo [); 2) dediferenciacdo: processo pelo qual uma
célula j& comprometida com uma determinada linhagem ¢é reprogramada,
tornando-se uma célula mais imatura e com maior potencial proliferativo e de
diferenciacdo (ex: célula epitelial tipo | originando célula epitelial tipo 11); 3)
transdiferenciacdo: nesse evento, uma célula ja diferenciada se transforma em
outro tipo celular completamente diferenciado (ex: células tronco hematopoiéticas
se diferenciando em tecido pulmonar); 4) transdiferenciacdo direta: processo
através do qual uma célula diferenciada multipotente se transforma de forma direta
em outro tipo celular com estrutura e fungcdo mais complexas e especializadas (ex:
células tronco hematopoiéticas se diferenciando em célula epitelial tipo 1); 5)
transdiferenciagdo obliqua: tal processo € caracterizado pela transformacdo de

forma indireta de células diferenciadas multipotentes em outros tipos celulares em
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estados mais imaturos e com maior capacidade proliferativa (ex: células-tronco
hematopoiéticas se diferenciando em célula epitelial tipo II) (YEN e cols., 2006).

Atualmente, varios modelos experimentais tém demonstrado a plasticidade
das células-tronco adultas. Porém, os mecanismos moleculares que levam a
diferenciacdo de tais ceélulas necessitam ser elucidados. Certamente, o
entendimento desses mecanismos auxiliard no uso dessas células nas diferentes
etiologias da LPA/SDRA. Acredita-se também que as células-tronco adultas sejam
recrutadas para o local de lesdo através da liberacédo de sinais quimiotaticos e/ou
aumento da expressdo de moléculas de adesdo especificas. Outro fator que
permanece sem resposta € o mecanismo pelo qual a as células conseguem
atravessar a membrana basal do tecido lesado e alcancar as areas lesadas.
Considera-se que tal fendmeno ocorra pelos mesmos mecanismos através dos
guais as células de defesa conseguem atingir seu alvo, ou seja, acredita-se que as
permeabilidades de tais membranas sejam reguladas pela producéo de proteinas
sintetizadas pelo proprio tecido, controlando o influxo das células-tronco para a
area lesada.

Nesse contexto, a hipétese do nosso trabalho é que uma vez que o
transplante das células-tronco € realizado por via sistémica, o reparo e a resolucao
do processo inflamatério podem depender da etiologia da lesdo, podendo ser
potencializados na LPA extrapulmonar, ja que o endotélio € primariamente lesado e
isso facilitaria a entrada de células no intersticio, contrariamente ao que ocorreria na
LPA pulmonar, onde o endotélio usualmente estad preservado na fase inicial da

lesdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da terapia com células mononucleares derivadas da
medula 6ssea (CMMO) no reparo e remodelamento do parénquima pulmonar em

modelos experimentais de LPA de etiologia pulmonar e extrapulmonar.

3.2 Objetivos Especificos

» Desenvolver modelo de LPA de etiologia pulmonar e extrapulmonar em
camundongos C57BL/6 com grau similar de alteracdo funcional.

* Analisar o efeito da terapia celular na taxa de mortalidade na LPA de
diferentes etiologias.

* Avaliar a resposta morfofuncional e inflamatoria através da mecanica pulmonar
e microscopias optica, eletrénica e confocal do tecido pulmonar apds a terapia
com CMMO.

 Entender os mecanismos envolvidos no remodelamento e reparo da
membrana alvéolo-capilar apds a terapia com CMMO.

» Identificar as células dos doadores injetadas nos receptores através da

expressao da green fluorescen protein (GFP).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Metodologia do estudo

Estudo experimental laboratorial utilizando camundongos C57BL/6,

pesando entre 20 e 25 gramas.

4.2 Amostra do estudo

Foram estudados um total de 192 camundongos C57BL/6: 42 machos
(doadores) de 1 més de idade, 6 machos entre 1 més de idade (doadores)
geneticamente modificados para expressar green fluorescen protein (GFP) e 144
fémeas (receptores) entre 1 més e meio e 2 meses de idade provenientes do
biotério do Laboratério de Investigagdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). E importante
ressaltar que os animais doadores foram da mesma ninhada dos animais
receptores.

Todos os animais receberam os cuidados humanos de acordo com o0s
“Principios de Cuidados para Animais de Laboratorio” formulado pela Sociedade
Nacional para Pesquisas Médicas aprovada pelo Conselho da Sociedade
Americana de Fisiologia, e os protocolos (CEUA 019) submetidos ao Comité de
Bioética do Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ. Todas as fémeas foram

aleatoriamente divididas em quatro principais grupos experimentais
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Grupo controle pulmonar (Cp) (n=28)

Animais receberam solucéo salina (NaCl 0,9%, 50 pL) por via intratraqueal.

Grupo controle extrapulmonar (Cexp) (n=28)

Animais receberam solucdo salina (NaCl 0,9%, 500 pL) por via

intraperitoneal.

Grupo LPA pulmonar (LPAp) (n=28)

Animais receberam LPS de Escherichia coli (E. coli, O55:B5, Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) na concentracédo de 40 pg em 50 pL de solucéo

salina (NaCl 0,9%) por via intratraqueal.

Grupo LPA extrapulmonar (LPAexp) (n=28)

Animais receberam LPS de E. coli (E. coli, O55:B5, Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA) na concentragdo de 400 pg em 50 pL de solucéo salina (NacCl

0,9%) por via intraperitoneal.

Apoés seis horas, parte dos animais de ambos o0s grupos controle e LPA

foram novamente subdivididos nos seguintes grupos (Figura 1):
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Grupo controle pulmonar tratado com salina (Cp-SAL) (n=7)

Animais receberam solucéo salina (NaCl 0,9%, 50 pL) por via intratraqueal
e tratados com injecdo de solugdo salina (NaCl 0,9%, 50 pL) na veia jugular

esquerda.

Grupo controle pulmonar tratado com células mononuc leares derivadas da

medula 6ssea (CMMO) (Cp-CEL) (n=7)

Animais receberam solucdo salina (NaCl 0,9%, 50 pL) por via
intraperitoneal e foram tratados com injecdo de CMMO (2x10° células/50 uL de

solucéo salina (NaCl 0,9%) na veia jugular esquerda.

Grupo LPA pulmonar tratado com salina (LPAp-SAL) (n=7)

Animais receberam LPS de E. coli na concentracdo de 40 pug/50 L por via
intratraqueal e foram tratados com injecédo de solucéo salina (NaCl 0,9%, 50 pL)

na veia jugular esquerda.

Grupo LPA pulmonar tratado com células mononucleare s derivadas da

medula 6ssea (CMMO) (LPAp-CEL) (n=7)

Animais receberam LPS de E. coli na concentracdo de 40 pug/50 uL por via
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intratraqueal e tratados com injecdo de CMMO (2x10° células/50 pl de solucéo

salina (NaCl 0,9%) na veia jugular esquerda.

Grupo controle extrapulmonar tratado com salina (Ce  xp-SAL) (n=7)

Animais receberam solugdo salina (NaCl 0,9%, 500 pL) por via
intraperitoneal e foram tratados com injecao de solucéo salina (NaCl 0,9%, 50 L)

na veia jugular esquerda.

Grupo controle extrapulmonar tratado com células mo nonucleares derivadas

da medula éssea (CMMO) (Cexp-CEL) (n=7)

Animais receberam solugcdo salina (NaCl 0,9%, 500 pL) por via
intraperitoneal e submetidos a injecdo de CMMO (2x10° células/50 pL de solugéo

salina (NaCl 0,9%) na veia jugular esquerda.

Grupo LPA extrapulmonar tratado com salina (LPAexp-  SAL) (n=7)

Animais receberam LPS de E. coli na concentracédo de 400 pg/50 pL por via
intraperitoneal e tratados com injecdo de solucdo salina (NaCl 0,9%, 50 uL) na

veia jugular esquerda.
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Grupo LPA extrapulmonar tratado com células mononuc leares derivadas da

medula 6ssea (CMMO) (LPAexp-CEL) (n=7)

Animais receberam LPS de E. coli na concentragao de 400 pug/50 uL por via
intraperitoneal e submetidos a injecdo de CMMO (2x10° células/50 pL de solucéo

salina NaCl 0,9%) na veia jugular esquerda.

A. ¢57BL/6
|
| |
C LPA
| ] | ]
Cp Cexp LPAp LPAexp
| |
SAL CEL SAL CEL SAL CEL SAL CEL
B. SAL

ou
C oulPA CEL2 x 105

4
* -—])—

Dia 0 Dial Dia7

Seis horas Sacrificio

Figura 1. Fluxograma (A) e linha do tempo (B) do estudo experimental. C: controle; LPA: lesédo
pulmonar aguda; SAL: salina NaCl 0,9%; CMMO: células mononucleares derivadas da medula
0ssea; p: pulmonar; exp: extrapulmonar. Todos os dados foram analisados 1 e 7 dias apés os
animais serem divididos nos grupos C ou LPA.
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4.3 Instilacdo dos Animais

Para a instilacdo intratraqueal, os animais foram anestesiados com
Sevofluorano (ABBOTT laboratérios do Brasil, Ltda, S&o Paulo) e, a partir de um
corte vertical na traquéia, a musculatura foi divulsionada com exposicdo da
traquéia. ApoOs injecdo da solugdo, os animais foram colocados em posicédo
ortostatica para que pudesse facilitar uma distribuicdo homogénea da solugédo em
ambos os pulmdes, sem retencdo na traquéia. A seguir, o corte foi fechado com fio
de sutura. Todo o procedimento demorou em torno de 2 minutos. Para a injecédo
intraperitoneal de salina ou LPS os animais nédo foram anestesiados e a mesma foi

realizada sempre a 1 cm do membro inferior esquerdo do animal.

4.4 Preparacdo e transplante das células mononuclea res derivadas da

medula 6ssea (CMMO).

Os doadores foram anestesiados com éter etilico PA (Reagen, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e submetidos a deslocamento cervical. Com o auxilio de uma
pinca e uma tesoura estéreis a pele e os musculos adjacentes ao fémur e a tibia
foram retirados, sempre evitando o rompimento da artéria femural. As epifises
Osseas foram cortadas, e a cavidade medular lavada com meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Tecnologies®, Grand Island, NY,
EUA) utilizando uma seringa com agulha de 18 gauge colocada sobre um tubo
estéril de poliestireno coénico de 15 mL (Falcon®). As células foram

homogeneizadas com auxilio de pipeta Pasteur, e em seguida, centrifugadas a
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1200 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. O precipitado de células foi
ressuspenso em DMEM sem soro, e em seguida adicionado cuidadosamente
sobre o Ficoll-Paque (Amersham — GE Healthcare). A seguir, as células foram
centrifugadas a 1500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. O anel de
células, formado apos a centrifugacdo, na interface Ficoll-meio de cultura foi
coletado e colocado em um tubo de poliestireno cénico de 15 mL (Falcon®). Este
anel de células contém células mononucleares (linfocitos e mondcitos) e células-
tronco de medula O0ssea. As células foram ressuspensas em solugcdo salina
balanceada (balanced saline solution-BSS) e centrifugadas a 1200 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado, e
este processo repetido mais duas vezes para retirar o Ficoll que possa ter sido
coletado junto com o anel de células, ja que este é toxico as mesmas. As células
ndo foram colocadas em cultura, sendo injetadas nos animais receptores no

mesmo dia da coleta.

4.4.1 Contagem de Células

Uma aliguota de 10 pL de células foi retirada e diluida com 10 pL de Azul
de Trypan. Desta diluicdo, 10 puL de suspenséao de células foi retirado e adicionado
na camara de Neubauer (Hausser Scientific) para a contagem de células. O

namero de células viaveis foi contado nos quatro quadrantes.
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4.4.2 Injecdo das Células da Medula Ossea

Uma hora apés a instilacdo/injecdo, as fémeas foram anestesiadas com
Sevoflurano e receberam, através da veia jugular esquerda (i.v.), a injecdo das
CMMO, em uma concentracdo de 2x10° células em 50 pL de solucéo salina NaCl

0,9%.

4.5 Protocolo Experimental

4.5.1 Preparo dos animais

Os camundongos foram sedados com diazepam via intraperitoneal (1 mg
i.p.) (Cristdlia Prod. Quimico e Farmacéutico Ltda, S&o Paulo, Brasil) e
anestesiados com tiopental sédico (20 mg/kg i.p.) (Cristalia Prod. Quimico e
Farmacéutico Ltda, Sao Paulo, Brasil). Depois de anestesiados, os animais foram
colocados em uma pequena mesa sob foco cirdrgico, em decubito dorsal, sendo
seus membros fixados com esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos
estendidos a 90 graus em relacdo ao corpo e os membros inferiores abduzidos em
diagonal. Apds posicionamento cirdrgico, foi realizada uma pequena incisdo
longitudinal medial de aproximadamente 2 cm de extensdo na face ventral do
pescoco dos animais seguida de divulsdo dos tecidos até a exposi¢cdo completa do
terco inicial da traquéia. A seguir, pela tragueostomia, um jelco de 20G com 15
mm de comprimento e 0,8 mm de diametro interno foi introduzido na traquéia,

sendo este fixado na porcao proximal por meio de fios de algodéo.
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A céanula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacégrafo para
pequenos animais, como descrito por Mortola e Noworaj (1983), para medida 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 pressdo através do pneumotacografo foi determinado utilizando-se
um transdutor diferencial de pressao Scireq (SC-24, Montreal, PQ, Canada). Essa
forma de medir fluxo aéreo, além de bem simples, é 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 diferenca de pressao entre
as saidas laterais do pneumotacégrafo € proporcional ao V'. Através de outra
saida lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor diferencial de presséo
Scireq (SC-24, Montreal, PQ, Canada) para medida da pressao traqueal (Ptr). A
inexisténcia de mudancas abruptas no didmetro do circuito (da traguéia até a
extremidade da tubulac&o) evita erros de medida de resisténcia ao fluxo (LORING
e cols., 1979; CHANG & MORTOLA, 1981). O volume (V) mobilizado é obtido por
integracéo digital do sinal de fluxo.

A calibracéo dos transdutores de pressao foi realizada com o auxilio de um
tubo em "U" contendo agua destilada. A afericdo foi realizada antes de cada
experimento para assegurar a confiabilidade do registro.

O espaco morto da montagem foi de 0,2 mL. Para computa-lo, pesa-se o
conjunto de equipamentos utilizados entre a via aérea do animal e o ventilador

(canula traqueal, tubo em “T”, pneumotacografo e conexdes de borracha) vazio e
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cheio de agua. A diferenca de peso permite saber o volume de 4gua e, portanto, o
volume do espaco morto do sistema. Para fechar as saidas do conjunto e enché-lo
de &gua foi usado massa de modelar, que foi também pesada, junto com o0s

demais equipamentos.

4.6. Estudo da Mecéanica Pulmonar

Para este estudo, os animais tiveram sua musculatura paralisada apos a
administracdo de brometo de pancurdnio (2 mg/kg i.v.) e a ventilacdo artificial
instituida por um ventilador mecéanico para pequenos animais (Samay VR15,
Universidad de la Republica, Montevidéu, Uruguai) acoplado a outra extremidade
do pneumotacégrafo. Os animais foram ventilados com volume corrente de 0,2
mL, fluxo aéreo de 1 mL/s, frequéncia respiratdria de 100 irpm e PEEP de 2
cmH-0.

ApOs a adaptacdo ao respirador, 0os animais foram submetidos a incisdo
cirdrgica na linha média do abdémen justo abaixo do apéndice xifdide. A incisdo
foi estendida, superficialmente, ao longo da parede toracica sobre o esterno,
sendo entdo, a pele do animal retirada por tracdo lateral. A seguir, a incisdo
abdominal foi estendida lateralmente no sentido transverso, seguindo o bordo
inferior das costelas até atingir a linha axilar, bilateralmente. Com a cavidade
abdominal aberta, é possivel visualizar o diafragma que foi perfurado e seccionado
para posterior remocdo da parede toracica. Nesse momento, uma PEEP de 2

cmH,0 foi adicionada para manter a capacidade residual funcional.
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A mecanica respiratéria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo apos insuflagdo com fluxo constante (BATES e cols., 1985, 1988,
1989), que permite analisar separadamente os componentes elastico, viscoso e

viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméao (Figura 2).
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Figura 2. Representagédo esquematica dos tragcados de fluxo, volume e presséo transpulmonar em
funcdo do tempo, obtidos a partir da oclusdo da via aérea ao final da inspiragdo. Pméax = pressao
méaxima alcancada; Pi = ponto de inflexdo; Pel = pressdo de retragdo elastica, V+ = volume
corrente, AP1 = gradiente de pressdo necessario para vencer 0s componentes resistivos, AP2 =
gradiente de pressao necessario para vencer 0s componentes viscoelasticos e/ou inomogéneos.
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No animal com o térax aberto, a pressao traqueal (Ptr) é, na realidade, a
pressdo transpulmonar (PL). Apdés a oclusdo das vias aéreas ao final da
inspiracdo, ocorre uma queda sUbita da PL até um determinado ponto (ponto de
inflexdo, Pi) a partir do qual o decaimento da pressdo assume carater mais lento,
atingindo um platé em sua porcdo terminal. Esta fase de platdé corresponde a
pressdo de retracdo elastica do pulméo (Pel). A diferenca de pressédo (AP1) que
caracteriza a queda rapida inicial, representada pela diferenca entre a pressao
maxima inicial (Pméax) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi),
corresponde ao componente viscoso do pulmdo, ou seja, reflete a pressdo
necessaria para vencer a resisténcias dos pulmdes em animais normais (BATES e
cols., 1988, 1989). A segunda variacdo de pressdo (AP2), representada pela
gueda lenta, do Pi ao platd (Pel), reflete a pressédo dissipada para vencer o
componente viscoelastico (“stress relaxation”) e/ou inomogéneo (“pendelluft”) do
tecido pulmonar (BATES e cols., 1988; KOCHI e cols., 1988a, 1988b; D’ANGELO
e cols., 1989). A soma de AP1 e AP2 fornece a variagdo total de pressédo (APtot).
A elastancia estatica do pulméo (Est) foi calculada dividindo-se Pel pelo volume
corrente (V1) (EISSA e cols., 1992).

Para a realizacdo da ocluséo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo € absolutamente
instantdneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apdés a ocluséo,
propiciando, assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo seré responsavel
pelo aumento do volume pulmonar e, conseqientemente, de Pi e Pel. Por isso, foi

feita correcdo de acordo com Kochi e colaboradores (KOCKI e cols., 1988a).
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As seguintes formulas foram utilizadas na andlise da mecanica respiratoria:

APl = Préx - Pi
AP2 = Pi- Pe
APtot =AP1 + AP?
Est = Pel/\r

Onde:
AP1 = variagéo de pressao relativa ao componente viscoso

AP2 = variagdo de pressao relativa ao componente viscoelastico e/ou inomogéneo

APtot = variagao de presséo total; Pméax = pressdo maxima atingida.
Pi = pressao no ponto de inflexao; Pel = pressédo de retracdo elastica.
Est = elastancia estatica; Vt = volume corrente;

Foram registrados 12 ciclos pelo método de oclusédo ao final da inspiracéo
(BATES e cols., 1985, 1988, 1989; KOCHI e cols., 1988a, 1988b), em cada
animal. Os transdutores conectados ao pneumotacografo e ao tubo 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 [SC-24 (Scireq, Montreal, PQ, Canada)] e
convertidos em sinais digitais por um conversor analdgico-digital de 12-bitz (DT-
2801-A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e amostrados a uma freqtiéncia de
200 Hz em um poligrafo de quatro canais. Os sinais foram armazenados em

microcomputador, utilizando-se o software LABDAT (RHT-InfoData, Montreal,
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Canadda) e gravados em disquetes magnéticos para posterior andlise (off line), que
foi realizada pelo programa ANADAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada).

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, foi
aferida previamente através da aplicacdo de diferentes fluxos de ar ao sistema
(até fluxos de 26 mL/s; bem acima da faixa de fluxo utilizada no presente
experimento), com concomitante registro das variacdes de pressdo (AP). Uma vez
gue Req = AP/V’, a resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente
angular da curva APxV’. A pressao resistiva do equipamento é subtraida das
pressdes resistivas do sistema respiratério e pulmdes de tal forma que os
resultados representam as propriedades mecanicas intrinsecas. A Req encontrada
nos experimentos, constante na faixa de fluxos usados, foi de 0,12 cmH,O.mL™.s.
A inexisténcia de mudancas abruptas no didmetro do circuito (da traquéia até a
extremidade do pneumotacdgrafo) evita erros de medida de resisténcia ao fluxo
(CHANG & MORTOLA, 1981).

A montagem experimental estd demonstrada esquematicamente na figura
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Figura 3. Representacdo esquematica dos equipamentos utilizados para andlise da mecéanica
respiratoria.
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4.7 Histologia e Morfometria

4.7.1 Fixacao e Preparo das Laminas

Heparina sodica (1000 Ul) (Cristalia Prod. Quimico e Farmacéutico Ltda,

Séo Paulo, Brasil) foi injetada intravenosamente apés determinacdo da mecéanica



54

respiratoria. A traquéia foi ocluida ao final da expiracdo com linha de algodao e o
animal sacrificado através de uma hemorragia macica através da secdo da aorta
abdominal e da veia cava. O pulméo direito foi, entdo, removido e congelado
através de imersdo em nitrogénio liquido, por aproximadamente 3 minutos, e
mantidos em solucdo Carnoy (etanol 60%, cloroformio 30% e acido acético 10%,
por volume) a —70° C por 24 h. Apds este periodo, o material foi desidratado
progressivamente atraveés de imersdo em solu¢cdes com concentragdo crescente
de etanol, como discriminado abaixo:

MC-1: Etanol 70%, cloroférmio 22,5% e &acido acético 7,5%, a — 20° C

durante 1 h;

« MC-2: Etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a — 20° C durante 1

h;

« MC-3: Etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a — 20° C

durante 1 h;

« Etanol 100%, sendo mantidos a — 20° C por 1 h.

Posteriormente, os pulmdes foram mantidos a — 4° C por 24 h. Apo6s a
fixacdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes histoldgicos com 3
pm de espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com

hematoxilina e eosina (HE).
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4.7.2 Andlise Histologica e Morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares foram analisadas por
microscopia optica (microscopio BX51, Olympus Latin American Inc., Miami,
Flérida, EUA) segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para a anélise
descritiva, toda a superficie da lamina foi observada com todas as estruturas
pulmonares representadas, em aumento de 100 e 400x.

A andlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”), utilizando uma ocular acoplada ao
microscopio contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50 linhas
dispostos em paralelo (Figura 4). Em um aumento de 200x, foram avaliados dez
campos aleatérios e ndo coincidentes por lamina. Foi quantificada a fracdo de
area ocupada por alvéolos normais, colapsados e hiperinsuflados. O namero de
pontos que caem em area de alvéolo normal, colapsado ou hiperinsuflado foi
dividido pelo nimero total de pontos em cada campo analisado.

Em um aumento de 1000x (area de 10.000 pm?) foram avaliados cinco a
dez campos aleatérios e ndo coincidentes. Os seguintes parametros foram
guantificados: tecido pulmonar, celularidade total e diferencial (células
polimorfonucleares e mononucleares) no septo alveolar e no espaco alveolar. O
tecido pulmonar foi avaliado através do numero de pontos do campo que
coincidiam com a area de tecido e ndo sobre o espaco aéreo. O resultado foi
apresentado como fracdo de area de tecido pulmonar, obtido pela razdo entre a

média do numero de pontos computados nos cinco campos analisados pela area
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total da amostra (10.000 pm?).

Fibras colagenas foram quantificadas no septo alveolar com um aumento
de 200x através da técnica de polarizacdo (Picrosirius). A area ocupada pelas
fibras foi determinada por densitometria digital e, para evitar qualquer viés na
interpretacdo devido ao edema alveolar e ao colapso alveolar, a area ocupada
pelas fibras, mensurada em cada septo, foi dividida pelo comprimento de cada
septo estudado. O resultado foi expresso como a quantidade de fibras colagenas e

elasticas por unidade de comprimento de septo (um?/pum).

Figura 4. Representacdo esquemética do reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para
quantificacdo dos parametros morfométricos.

4.8 Microscopia Eletronica de Transmissao
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Para a analise por microscopia eletronica foram retirados dois fragmentos
de parénquima pulmonar (2x2x2 mm). Os fragmentos foram colocados em
glutaraldeido 2% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,4, por 2 h, sendo posteriormente
lavados em solucéo de sacarose, constituida de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de sacarose
diluidos em 500 ml de 4gua destilada, até a pés-fixacdo. A seguir, os fragmentos
foram imersos em solucéo de tetroxido de 6smio (1% em agua, contendo 133 mg
de sacarose por mL) por 2 h. Apés a lavagem em agua bidestilada as preparacdes
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 desidratagdo em concentracdes crescentes de alcool etilico,
progredindo gradativamente até alcool absoluto, sendo, entdo, o tecido passado
em oxido de propileno por 15 minutos (2 vezes). Iniciando a fase de embebicéo,
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
rotacédo a cada 4 minutos, por 1 hora). Posteriormente, as pecas foram colocadas
por 16 h em resina, com a seguinte composic¢ao: 10 mL de araldite (Cy-205), 8 mL
de endurecedor anidrido de &cido doxecenil succinico (DDSA), 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
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azul de metileno a 1% e azur Il, em partes iguais e a quente. Nestes cortes, foram
selecionadas éareas representativas das lesbes. De cada espécime, 2 blocos,
contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram submetidos a analise

para selecédo dos cortes ultrafinos.

4.9 Microscopia Confocal

Para a analise da microscopia confocal foi retirado um pequeno fragmento
do parénquima pulmonar do pulméo esquerdo (0,2 x 0,2 x 0,2 cm) e colocado em
formaldeido. As amostras foram entédo incubadas com 20% de acido acético em
metanol por 10 minutos para bloquear fosfatases enddgenas e re-hidratadas em
solucdo de BSS. Anticorpos primarios para proteina C pro-surfactante (proSP-C,
1:200; anticorpo policlonal de coelho, AB3428; Chemicon International, Temecula,
CA), e células endoteliais CD31 mAb anti-humanas de camundongo (1:100;
camudongo monoclonal, DAKO) foram utilizados.

Para visualizacao de células transplantadas que expressam o GFP, se¢fes
congeladas do tecido foram entdo tratadas em meio suplementado com 4’,6-
diamidino-2-fenildolediidroclorato (DAPI) (Vectashield, Vector Labs, Burlingame,
CA) e examinado para expresssdo de GFP. Autofluorescéncia foi determinada
através da avaliacdo de 10 controles negativos preparados simultaneamente que
foram fixados com DAPI apenas. Todas as sec¢Oes foram examinadas com o
microscopio confocal Zeiss LMS-410 equipado com filtro para GFP (verde) e DAPI

(azul).
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4.10 Quantificacdo dos Fatores de Crescimento e Cas pase 3 no Tecido

Pulmonar

4.10.1 Extracdo de RNA Total de Tecido Pulmonar

As amostras de tecido pulmonar foram homogeneizadas em TRIzol®
Reagent (Gibco BRL - Life Technologies, Rockville, MD, EUA). O TRIzol®Reagent
€ uma solugdo monofasica de fenol e de guanidina isotilcianato, correspondendo a
uma variacdo do método desenvolvido por Chomczynski e Sacchi em 1987. Apos
a extracdo, realizada de acordo com as instrucbes do fabricante, o0 RNA
precipitado foi solubilizado em 20 puL de &gua tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC). A concentracdo das amostras de RNA-total foi determinada por
espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nandGmetros. A integridade
das amostras foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo. O gel foi submerso em tampéo TAE 1X

e a eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente 45 minutos.

4.10.2 Real Time-Polimerase Chain Reaction (RT-PCR)

Para transcricéo reversa 1000 ng de RNA total foi utilizado com 5 ug/pL de
oligo-dt (Invitrogen, Carlsbad, CA) e um kit transcriptase reversa com inibidores de
RNAses (Superscript Reverse Transcriptase Kit and RNase OUT RNase inhibitor,

Invitrogen, Carlsbad, CA). 20 yL da reagao da transcri¢ao reversa (RT) tinha 1 ug
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de RNA total, 150 ng de hexameros randomizados, 2 uL de 10x RT buffer, 4 yL de
25 mM MgCl,, 2 uL de 0,1 M DDT, 1 pL de solucéo contra RNAses, 1 yL de 50
U/uL de Supercript Il e agua DEPC. O PCR foi realizado com o0 SYBR green PCR
Master Mix (Biosystem Applied). A mistura do PCR foi pré-aquecida a 50° C por 2
minutos e entdo a 95° por 10 minutos para ativar a AmpliTaqg Gold DNA
polimerase, seguido de 40 ciclos de amplificacdo (95°C por 15seg; 60°C por
30seg; 70°C por 40seg). Ao final a reacéo foi aquecida a 60°C por 10 minutos. O
produto do PCR foi checado em gel de agarose a 3,5% (Cambrex Bio Science
Rockland).
A quantidade de cDNA correspondente a 62,5 ng RNA foi selecionada e

amplificada com os seguintes pares de primers:

» (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
sense, 5-GAA GGT GAA GGT CGG AGT- 3
anti-sense, 5-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3

* VEGFie5
sense, 5'- GAC AAG AAA ATC CCT GTG GGC-3’
anti-sense, 5'- AAC GCG AGT CTG TGT TTT TGC-3’

« PDGF
sense, 5'- CAG AAG AAC CTC AAG AGT GCC-3
anti-sense, 5- CTT CAT CCA AGT AGA AAT CCT C-3’

 IGF
sense 5'- TAA CCT GCG AAT CCATGA GCC T-3

anti-sense, 5'- AAG TGT GTC AGG CAA GAG CA-3
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. TGF-B
sense, 5'- ATA CGC CTG AGT GGC TGT C-3’
anti-sense, 5’- GCC CTG TAT TCC GTC CTC CT-3
» Caspase 3
sense, 5'- TAC CGG TGG AGG CTG ACT-3’
anti-sense, 5- GCT GCA AAG GGA CTG GGA T -3
A quantificag&o relativa foi normalizada para o nivel de expressao génica do
GAPDH.
O ABI PRISM" 7500 Sistema de Deteccéo de Sequiéncia foi utilizado para

deteccdo em tempo real do PCR, assim como, para analise de dados.

4.11 Quantificacao da Celularidade Total, Diferenci  al e citocinas no BALF

4.11.1 Lavado Broncoalveolar (BALF)

Outros animais foram submetidos ao mesmo protocolo de lesdo pulmonar e
instilacdo de células-tronco como previamente descrito para obtencdo do BALF.
Os animais foram entéo sacrificados em uma camara de diéxido de carbono (CO,)
e entdo submetidos a traqueostomia para obtencdo do BALF através da lavagem
pulmonar com 0,5 mL de BBS realizadas 4 vezes consecutivas, via canula
traqueal. O lavado foi entdo centrifugado a 1500rpm durante 7 minutos. A
contagem total de células foi realizada em uma camara de Neubauer através de

um microscoépio 6ptico apos diluicdo da amostra em solucdo de Turk (2% acido
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acético). A contagem diferencial foi realizada pelo método May-Grinwald-Giemsa
utilizando o citospin. Apos centrifugacdo do BALF o sobrenadante foi coletado e
estocado a -70°C e os niveis de citocinas pré (IL-6 e KC - homdlogo de IL-8 em
camundongos) e antiinflamatérias (IL-10) realizado pelo método ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) de acordo com instrugdes do fabricante (Duo Set,

R&D Systems, Minneapolis, MN).

4.12 Apoptose celular em érgaos

Para a andlise da apoptose de 6rgaos foram retirados dois fragmentos (0,2
x 0,2 x 0,2 cm) do pulméo, rim e figado. Os fragmentos foram colocados em
solucéo de formaldeido.

Para a confirmacéo da ocorréncia de apoptose, foi realizada a técnica de
TUNEL (Terminal Deoynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Label). As
células apoptéticas foram detectadas usando um Kit de deteccédo de morte celular
in situ (Fluorescin-Boehringer, Mannheim, Germany). O nucleo da célula sem
fragmentacdo de DNA foi corada em azul como resultado de interacdo com a
hematoxilina. Dez campos por secédo de regides com células apoptéticas foram
examinadas a um aumento de 400x. Uma andlise semi-quantitativa foi utilizada
para avaliar o grau de severidade da apoptose: 0= tecido normal; 1= 1-25% de
células apoptoticas; 2=26-50% de células apoptoticas; 3= 51-75% de células

apoptoticas e 4= 76-100% de células apoptoéticas no tecido examinado.
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5 Analise Estatistica

A normalidade e homogeinidade da amostra foram testadas através do
teste de Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lillierfors e teste de mediana de
Levene, respectivamente. Caso as duas condicdes estivessem presentes,
diferencas entre os grupos no dia 1 foram avaliadas usando Two-way ANOVA
seguido de Tukey. No dia 7, os efeitos da terapia celular com CMMO foram
analisados utilizando Three-way ANOVA seguido de Tukey post hoc test. Para
andlise de dados ndo paramétricos Three-way ANOVA on ranks foi uitilizado. A
curva de sobrevida foi realizada utilizando o método de Kaplan-Meier e comparada
pelo log-rank test. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo. Os dados
paramétricos foram expressos como médiatdesvio padrao (DP), enquanto os nao-
paramétricos foram expressos como mediana e percentil 25-75%. SigmaStat 3.1
statistical software package (Jandel Corporation, San Raphael, CA, USA) foi

utilizado.
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6 Resultados

6.1. Taxa de Mortalidade

Nenhum dos animais dos grupos controle ou LPAp morreram dentro das
primeiras 24 horas, enquanto a taxa de mortalidade no dia 1 foi de 20% no grupo
LPAexp.

No dia 7, a taxa de mortalidade continuou maior no grupo LPAexp-SAL
(40%) comparado ao grupo LPAp-SAL (10%) (p<0,001). Entretanto, em ambos os
grupos LPA tratados com CMMO, LPAp-CEL e LPAexp-CEL, a taxa de sobrevida
foi de 100%, significativamente maior que os grupos LPA tratados com salina

(p<0,01) (Figura 5).
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Figura 5. Curva de sobrevida Kaplan-Meier. Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado
intratraquealmente (LPAp) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp). ApGs seis horas, 0s grupos
C e LPA foram subdivididos em subgrupos que foram submetidos a infusdo intravenosa de salina
(SAL) ou CMMO (2x10° células, CEL).



65

6.2 Mecanica Pulmonar

A elastancia estatica (Est) (Figura 6), AP1, AP2 e APtot (Figura 7)
aumentou de forma similar entre os dois grupos LPA, pulmonar e extrapulmonar,
comparados aos seus respectivos controles no dia 1. No dia 7 similar resultados
foram observados exceto para o AP1l, que permaneceu sem alteracédo
significativa.

A terapia com CMMO diminuiu todos os parametros funcionais,
independente da etiologia da LPA, contudo, a reducdo na Est foi maior no grupo

extrapulmonar (LPAexp-CEL) comparado ao pulmonar (LPAp-CEL).
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Figura 6. Elastancia estatica (Est) nos dias 1 (painel superior) e 7 (painel inferior). Nos grupos
controle (C), salina foi instilada intratraguealmente (Cp) ou injetada intraperitonealmente (Cexp).
Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente (LPAp) ou injetado
intraperitonealmente (LPAexp). Apés seis horas, os grupos C e LPA foram subdivididos em
subgrupos que foram submetidos & infusdo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO (2x10° células,
CEL). Os valores sdo média + DP de sete animais por grupo. *Significativamente diferente do
grupo C (p<0,05). *LPAp-CEL vs LPAp-SAL (p<0,05). "LPAexp-CEL vs LPAp-SAL (p<0,05).
LPAexp-CEL vs LPAp-CEL (p<0,05).
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Figura 7. AP1, AP2 e APtot nos dias 1(painel superior) e 7 (painel inferior). Nos grupos controle
(C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos
LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente (LPAp) ou injetado intraperitonealmente
(LPAexp). Apés seis horas, os grupos C e LPA foram subdivididos em subgrupos que foram
submetidos a infuséo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO (2x106 células, CEL). Os valores sao
média £ DP de sete animais»por grupo. *Significativamente diferente do grupo C (p<0,05). **LPAp-
CEL vs LPAp-SAL (p<0,05). "LPAexp-CEL vs LPAp-SAL (p<0,05).
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6.3 Histologia e Morfometria

A fracdo de éarea de colapso alveolar e o numero total de células e de
células polimorfonucleares (PMN) foram maior nos grupos LPA comparados aos
grupos controle independente da etiologia da leséo nos dias 1 e 7 (Tabela 1).

O tratamento com CMMO reduziu a fracdo de é&rea colapsada
principalmente no grupo LPAexp-CEL (52%) comparado ao LPAp-CEL (32%),
assim como reduziu o numero de PMN no grupo LPAexp-CEL (74%) comparado

ao grupo LPAp-CEL (67%) (Tabela 1 e Figura 8).



Tabela 1. Parametros morfométricos.
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Area Normal Colapso
PMN (%) MN (%) Total (%)
(%) Alveolar (%)

DIA1
Cp 92,0+4,3 8,0+4,3 0,6 +0,7 37,2+4,6 37,8+ 6,0
Cexp 925+2,7 7527 0,5+0,9 36,0 £5,7 36,6 +5,0
LPAp 66,2 + 8,5* 335+£7,9* 11,8 +2,8* 30,4+4,5 42,2 +1,0*
LPAexp 66,1 + 7,9* 33,9+7,9* 11,7 £2,7* 316+6,6 43,3 +4,9*

DIA 7
Cp-SAL 92.4+£9.6 7.6+9.6 0.7+0.2 35.0+3.1 35.7+3.2
Cexp-SAL 92.1+1.3 79+13 0.6+0.2 34.8+2.3 354+23
Cp-CEL 91.8+3.1 8.2+31 22+1.3* 35.2+3.7 374+3.6
Cexp-CEL 92.7+3.9 7.3+3.9 21+1.3* 34.0+34 36.1+3.4
LPAp-SAL 72.2 £5.2* 28.0 £5.3* 10.7 £ 2.0* 38.4+53 49.1 +5.1*
LPAexp-SAL 72.2 £8.7* 27.8 £8.7* 6.6+1.9* "  39.2+3.7* 45.8 + 3.9*
LPAp-CEL 80.9+6.4** 191+54x* 35+14** 358+3.0 39.3 £ 2.2**
LPAexp-CEL 86.6+6.0r" 134+6.00"T 17+12""T 332+3.8* 35.0 +3.3%
Fracdo de area normal, colapso alveolar, PMN: células polimorfonucleares, MN: células

mononucleares, e total: celularidade total. Os valores foram analisados em 10 n&o-coincidentes
campos por animal. Nos grupos controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada
intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente
(LPAp) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp). Apds seis horas, os grupos C e LPA foram
subdivididos em subgrupos que foram submetidos a infuséo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO
(2x106 células, CEL). Os valores sdo média £ DP de sete animais por grupo. *Significativamente
diferente do grupo C (p<0,05). **LPAp-CEL vs LPAp-SAL (p<0,05). “LPAexp-CEL vs LPAp-SAL
(p<0,05). "LPAexp-CEL vs LPAp-CEL (p<0,05).
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fae

Figura 8. Fotomicrografia de parénquima pulmonar (100x) corado em HE. Nos grupos controle (C),
salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos
LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente (LPAp) ou injetado intraperitonealmente

(LPAexp). Apls seis horas, os grupos C e LPA foram subdivididos em subgrupos que foram

células, CEL).

6

submetidos a infuséo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO (2x10
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A quantidade de fibras colagenas no septo alveolar aumentou
significativamente em ambos os grupos LPA, LPAp e LPAexp, nos dias 1 e 7,
enquanto ndo houve alteragéo na quantidade de fibras elasticas (Figura 9).

O tratamento com CMMO agiu nos dois grupos de LPA, LPAp-CEL e
LPAexp-CEL, prevenindo o aumento na quantidade de fibras colagenas

comparados aos seus respectivos controles (Figura 9).
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Figura 9. Quantidade de fibras colagenas no septo alveolar nos dias 1(painel superior) e 7 (painel
inferior). Nos grupos controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada
intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente
(LPAp) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp). Apés seis horas, os grupos C e LPA foram
subdivididos em subgrupos que foram submetidos a infuséo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO
(2x106 células, CEL). Os valores sdo média £ DP de sete animais por grupo. *Significativamente
diferente do grupo C (p<0,05). *LPAp-CEL vs LPAp-SAL (p<0,05). #LPAexp-CEL vs LPAp-SAL
(p<0,05). *LPAexp-SAL vs LPAp-SAL (p<0,05).
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Degeneracdo citoplasmatica de pneumdcitos tipo Il (PIl) e lesdo da
membrana alvéolo-capilar estdo presentes no grupo LPAp no dia 1, enquanto no
grupo LPAexp, o pneumdcito tipo | (PI) e o PIl estdo preservados com perda da
integridade da membrana alvéolo-capilar (Tabela 2 e Figura 10).

No dia 7, lesdo do epitélio e endotélio foi observada em ambos os grupos
LPA tratados com salina (LPAp-SAL e LPAexp-SAL), que foi reparado apos a
infusdo de CMMO (LPAp-CEL e LPAexp-CEL). Ademais, a terapia celular levou a
hiperplasia de células tipo 1l e aparecimento de células multinucleadas sem

caracterizacdo fenotipica (Tabela 2 e Figura 10).
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Tabela 2. Andlise semi-quantitativa da microscopia eletronica

Membrana alvéolo- Células epiteliais
Células endoteliais
capilar tipoll

DIA1
Cp 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Cexp 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
LPAp 3(1,5-3,0)* 3 (2,5-3)* 0 (0-1)
LPAexp 2 (1,5-2)*° 1(0-1)° 3(2,5-3)*°

DIA 7
Cp-SAL 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Cexp-SAL 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Cp-CEL 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Cexp-CEL 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
LPAp-SAL 3 (1,5-3)* 2,5 (2-3)* 3 (2,5-3)*
LPAexp-SAL 3 (2-3)* 3 (3-3)* 3 (2-3)*
LPAp-CEL 1 (1-1,5) 1 (1-1,5) 1 (0-1)
LPAexp-CEL 1(1-1) 1(0-1) 1 (1-1,5)

Os achados patolégicos foram graduados de acordo com um escore de severidade semi-
quantitativo de 5 pontos, onde O=parénquima normal, 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100%
do parénquima lesado. Nos grupos controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou
injetada intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado
intratraquealmente (LPAp) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp). Apds seis horas, os grupos
C e LPA foram subdivididos em subgrupos que foram submetidos & infuséo intravenosa de salina
(SAL) ou CMMO (2x10° células, CEL). Os valores sdo mediana (percentil 25-75%) de 4-5 animais
por grupo. *Significativamente diferente do grupo C (p<0,05). §LPAp vs LPAexp, (p<0,05).



Figura 10. Micrografia eletrbnica do parénquima pulmonar nos dias 1 (primeira linha) e 7 (segunda
e terceira linhas). C: controle, LPA: lesdo pulmonar aguda, p: pulmonar, exp: extrapulmonar, SAL:
salina, CEL: terapia com CMMO. Pneumdcitos tipo Il (PIl) e membrana alvéolo-capilar estao
lesadas em ambos os grupos LPA. Na LPAexp h& lesdo da membrana basal (BM). Apés o
transplante de CMMO, observa-se células multinucleadas sem caracterizacédo fenotipica. Ademais,
reparo da membrana basal nos grupos LPA-CEL pode ser observado. As fotomicrografias foram
obtidas de sec¢fes de pulmdes de 5 animais.
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Células GFP+ foram detectadas em ambos os grupos LPA, LPAp e
LPAexp, embora maior fixagdo tenha sido observado no grupo LPAexp-CEL [5%
(2-8), mediana, (minimo-méximo)] comparado ao LPAp-CEL [2% (1-4)] (Figura

11).

Cexp-CEL LPAexp-CEL

L~ RE

o

.L_'.‘

Figura 11. Microscopia confocal do parénquima pulmonar de animais GFP+ examinados no dia 7
em animais C-SAL, pulmonar e extrapulmonar, e LPA-CEL, pulmonar e extrapulmonar. Observa-se
poucas células GFP+ (verde) presentes no parénquima pulmonar em ambos os grupos LPA-CEL.
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6.4. Celularidade total, diferencial e citocinas no BALF

O numero de neutrdfilos, e niveis de IL-6 e KC no BALF foram maiores no
grupo LPAp comparado ao LPAexp, enquanto IL-10 foi similar em ambos o0s
grupos LPA no dia 1(Tabela 3 e Figura 12).

No dia 7, o numero de neutrofilos foi maior na LPAp-SAL do que no
LPAexp-SAL, enquanto a quantidade de citocinas néo foi diferente em ambos os
grupos. O grupo tratado com CMMO apresentou reducdo no numero de
neutrofilos, 11-6, KC e IL-10. Entretanto, os niveis de IL-6 foram similares em
ambos os grupos LPA-CEL, pulmonar e extrapulmonar, enquanto KC foi menor no

LPAexp-CEL e IL-10 maior no LPAexp (Tabela 3 e Figura 12).
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Tabela 3. Celularidade total e diferencial do lavado broncoalveolar.

Neutréfilos (x10°) Mononucleares (x10°) Total (x10°)
DIA 1
Cp 0,01 +0,1 0,31+0,2 0,33+0,2
Cexp 0,01+0,1 0,35+0,1 0,35+0,1
LPAp 3,75 +0,6* 1,57 +0,3* 5,32 +0,9*
LPAexp 0,04 +0,1* ® 1,85 +0,2* 1,85 +0,3*°
DIA 7
Cp-SAL 0,01 +0,1 0,57 0,2 0,58 +0,2
Cexp-SAL 0,01+0,1 0,45 +0,2 0,45+0,2
Cp-CEL 0,01 +0,1 0,45+0,1 0,45+0,1
Cexp-CEL 0,01+0,1 0,38 +0,1 0,38+0,1
LPAp-SAL 0,67 +0,2* 4,94 +0,7* 5,40 +0,3*
LPAexp-SAL 0,12 +0,1** 3,20 +0,13* * 3,40 +0,1* *
LPAp-CEL 0,02 +0,1* 2,98 +0,5** 3,00 +0,4* **
LPAexp-CEL 0,01 +0,1%" 0,56 +0,1"" 0,58 +0,1""

Percentual de neutréfilos e células mononucleares (MN) e celularidade total no lavado
broncoalveolar. Nos grupos controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada
intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente
(LPAp) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp). Apds seis horas, os grupos C e LPA foram
subdivididos em subgrupos que foram submetidos a infuséo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO
(2x10° células, CEL). Valores sdo média + DP de 5 animais. *Significativamente diferente do grupo
C (p < 0,05). *LPAp vs LPAexp (p < 0,05). ** LPAp-CEL vs LPAp-SAL (p < 0,05). * LPAexp-CEL vs
LPAexp-SAL (p < 0,05). ¥ LPAexp-SAL vs LPAp-SAL (p < 0,05). T LPAexp-CEL vs LPAp-CEL (p <
0,05).
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Figura 12. Niveis de interleucina (IL) no BALF nos dia 1 (painel esquerdo) e 7 (painel direito). Nos
grupos controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada intraperitonealmente
(Cexp). Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente (LPAp) ou injetado
intraperitonealmente (LPAexp). Apés seis horas, os grupos C e LPA foram subdivididos em
subgrupos que foram submetidos a infusdo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO (2x10° células,
CEL). Valores sdo média = DP de 5 animais. *Significativamente diferente do grupo C (p < 0,05).
§LPAp vs LPAexp (p<0,05). **LPAp-CEL vs LPAp-SAL (p < 0,05). “LPAexp-CEL vs LPAexp-SAL (p
< 0,05). T LPAexp-CEL vs LPAp-CEL (p < 0,05).
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6.5 Expressao de fatores de crescimento e caspase 3  no tecido pulmonar

A expressdao de RNAm para TGF-3, PDGF, IGF, e caspase 3 foi maior na
LPAp, enquanto a expressao de VEGF foi menor na LPAp comparado a LPAexp
nos dias 1 e 7 (Figura 13).

A terapia com CMMO aumentou a expressdo de VEGF, mas reduziu o
TGF-B3, PDGF, IGF, e caspase 3 em ambos os grupos de LPA-CEL, pulmonar e

extrapulmonar (Figura 13).
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6.6 Apoptose celular em 6rgéos

O numero de células epiteliais apoptoticas no pulmao, rim e figado foi maior
nos grupos LPAp e LPAexp comparados aos seus respectivos controles no dia 1
(Figura 14). Ademais, o numero de células epiteliais apoptéticas no pulméao foi
maior no grupo LPAp, enquanto no rim e figado esse numero foi maior no grupo
LPAexp (Tabela 4).

No dia 7, o numero de células epiteliais apoptoticas no pulméo (Figura 15) e
rim (Figura 16) foram similares ao dia 1, entretanto, a quantidade de células em
apoptose no figado (Figura 17) reduziu em ambos os grupos LPA tratados com

salina, LPAp-SAL e LPAexp-SAL (Tabela 4).
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Tabela 4. Apoptose de células epiteliais.

Pulmao Rim Figado
DIA 1
Cp 1,0 (1-1) 1,0 (1-1) 1,0 (1-1)
Cexp 1,0 (1-1) 1,0 (1-2) 1,0 (1-1)
LPAp 3,0 (3-4)* 2,0 (2-3)* 2,0 (2-3)*
LPAexp 2,0 (2-2)* ¢ 3,0 (2-3) 3,0 (2-3)*®
DIA 7
Cp-SAL 1,0 (1-1) 1,0 (1-1) 1,0 (1-1)
Cexp-SAL 1,0 (1-1) 1,0 (1-1) 1,0 (1-1)
Cp-CEL 1,0 (1-2) 1,0 (1-2) 1,0 (1-2)
Cexp-CEL 2,0 (1-2) 1,0 (1-2) 1,0 (1-1)
LPAp-SAL 3,0 (3-2)* 2,0 (2-2)* 1,0 (1-2)
LPAexp-SAL 2,0 (1-2)* 3,0 (3-4)* ¥ 2,0 (2-3)*F
LPAp-CEL 1,0 (1-2)** 1,0 (1-1)** 1,0 (1-1)
LPAexp-CEL 1,0 (1-2)* 1,0 (1-1)* 1,0 (1-1)*

Andlise semi-quantitativa de células apoptéticas no pulmao rim e figado. O grau de apoptose foi
graduado como negativo=0, leve=1, moderado=2, alto=3 e severo=4, em 10 campos n&o-
coincidentes com aumento de 400x. Um escore de leséo foi entdo calculado para 0= parénquima
normal, 1=1-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, 4=76-100% do parénquima lesado. Nos grupos controle
(C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos
LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente (LPAp) ou injetado intraperitonealmente
(LPAexp). Apés seis horas, os grupos C e LPA foram subdivididos em subgrupos que foram
submetidos a infusdo intravenosa de salina (SAL) ou CMMO (2x10° células, CEL). Os valores sdo
mediana gpercentil 25-75%) de 4 animais por grupo. *Significativamente diferente do grupo C
(p<0,05). LPAP vs LPAexp (p<0,05), *LPAp-CEL vs LPAp-SAL (p<0,05). #LPAexp-CEL vs LPAp-
SAL (p<0,05). "LPAexp-SALvs LPAp-SAL (p<0,05).
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Pulmao

Figura 14 . Fotomicrografia representativa do pulméo, figado e rim corado com hematoxilina-eosina
(HE) (primeira, terceira e quinta linhas) e técnica de TUNEL (segunda, quarta e sexta linhas) no dia
1. Nos grupos controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp) ou injetada
intraperitonealmente (Cexp). Nos grupos LPA, LPS de E. coli foi instilado intratraquealmente
(LPAp) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp). Note que nos grupos LPA, o nimero de células
epiteliais apoptoéticas € maior do que nos seus respectivos grupos controle. As setas demonstram
as células apoptoticas nos diferentes tecidos.
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Pulmao

| cop-cet | LPAexp-CEL

LPAexp-CEL

Figura 15. Fotomicrografia representativa do pulméo, corado com hematoxilina-eosina (HE)
(primeira e terceira linhas) e técnica de TUNEL (segunda e quarta linhas) no dia 7. Nos grupos
controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp-SAL) ou injetada intraperitonealmente
(Cexp-SAL) e submetidos a infusédo de salina intravenosa. Nos grupos LPA-CEL, LPS de E. coli foi
instilado intratraquealmente (LPAp-CEL) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp-CEL) e
submetidos a infusdo de CMMO. Note que nos grupos LPA-SAL, o nimero de células epiteliais
apoptéticas € maior do que nos seus respectivos grupos controle (C-SAL) e reduz com o
tratamento com CMMO (LPA-CEL). As setas demonstram as células apoptéticas nos diferentes

tecidos.
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Figura 16. Fotomicrografia representativa do rim corado com hematoxilina-eosina (HE) (primeira e
terceira linhas) e técnica de TUNEL (segunda e quarta linhas) no dia 7. Nos grupos controle (C),
salina foi instilada intratraquealmente (Cp-SAL) ou injetada intraperitonealmente (Cexp-SAL) e
submetidos a infusdo de salina intravenosa. Nos grupos LPA-CEL, LPS de E. coli foi instilado
intratraquealmente (LPAp-CEL) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp-CEL) e submetidos a
infusdo de CMMO. Note que nos grupos LPA-SAL, o nimero de células epiteliais apoptéticas é
maior do que nos seus respectivos grupos controle (C-SAL) e reduz com o tratamento com CMMO
(LPA-CEL). As setas demonstram as células apoptoéticas nos diferentes tecidos.
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Figura 17. Fotomicrografia representativa do figado, corado com hematoxilina-eosina (HE)
(primeira e terceira linhas) e técnica de TUNEL (segunda e quarta linhas) no dia 7. Nos grupos
controle (C), salina foi instilada intratraquealmente (Cp-SAL) ou injetada intraperitonealmente
(Cexp-SAL) e submetidos a infusdo de salina intravenosa. Nos grupos LPA-CEL, LPS de E. coli foi
instilado intratraquealmente (LPAp-CEL) ou injetado intraperitonealmente (LPAexp-CEL) e
submetidos a infusdo de CMMO. Note que nos grupos LPA-SAL, o nimero de células epiteliais
apoptoticas é maior do que nos seus respectivos grupos controle (C-SAL) e reduz com o
tratamento com CMMO (LPA-CEL). As setas demonstram as células apoptéticas nos diferentes
tecidos.
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7 Discussao

O presente estudo observou que a terapia com CMMO por via venosa na
LPA de etiologias pulmonar e extrapulmonar, com alteragcdes mecéanicas similares
24 horas apo6s inducdo da lesdo, levou aos seguintes achados: 1. Significativa
reducdo na taxa de mortalidade, elastancia estatica, fracdo de area de colapso
alveolar e celularidades total e diferencial do tecido pulmonar e BALF em ambos
0s grupos LPA, principalmente no grupo extrapulmonar comparado ao pulmonar, e
2. diminuicdo no conteudo de fibras colagenas no septo alveolar e reparo na
membrana basal, epitélio e endotélio independentemente da etiologia da LPA.
Estes achados podem ser atribuidos aos efeitos paracrinos em funcdo do balanco
entre citocinas pro- e anti-inflamatorias e/ou fatores de crescimento.

A instilacdo intratraqueal ou injecdo intraperitoneal de LPS de E. coli foi
usada para induzir LPA pulmonar e extrapulmonar, respectivamente, uma vez que
infeccbes por bactérias gram-negativas contribuem para inflamacdo local e
sistémica, sendo a forma mais comum de inducao de LPA (ROCCO e cols., 2003;
MENEZES e cols., 2005; ROJAS e cols., 2005). A maioria dos efeitos mediados
pelo LPS se d& através da interacdo ligante-receptor com varias células do
sistema imune, favorecendo a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios incluindo
inUmeras citocinas que estdo envolvidas com a aderéncia de neutrofilos nas
células endoteliais levando a infiltragdo e migracdo de neutrofilos (FAFFE e cols.,
2000).

Alguns autores demonstraram que este modelo de LPA €& capaz de

reproduzir alteragbes similares de mecanica respiratdria na LPA pulmonar e
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extrapulmonar, facilitando o entendimento dos efeitos de diferentes terapias
(MENEZES e cols.,, 2005; SANTOS e cols.,, 2006). No presente estudo,
camundongos C57BL/6 foram utilizados ao invés de BALB/c uma vez que eles
oferecem a possibilidade de modelos modificados geneticamente para
identificacdo de células com marcadores especificos (GFP+) importante para
confirmacao da fixacdo das CMMO. Neste contexto, as doses de LPS de E. coli
necessarias para alcancar um aumento de 1,5x na Est comparados aos
camundongos BALB/c foram testadas, e doses dez vezes maiores foram utilizadas
para ambos os modelos, pulmonar e extrapulmonar.

Véarios estudos investigaram a capacidade regenerativa das células
mesenquimais devido a suas propriedades regenerativas in vitro e facil cultura em
modelos experimentais de LPA. Eles demonstraram que essas ceélulas contribuem
para o reparo na LPA, diminuindo a taxa de mortalidade, melhorando a histologia
pulmonar e a resposta inflamatoéria local e sistémica (YAMADA e cols., 2004,
GUPTA e cols., 2007; XU e cols., 2007). Entretanto, as células MSC apresentam
algumas desvantagens relacionadas a condi¢des de cultura para o transplante de
células e o risco de contaminacgao e reacfes imunolégicas (NAUTA e cols., 2006).
Um estudo recente em porcos mostrou que o transplante alogénico de MSC
induziu uma resposta celular e humoral especifica contra as células MSC do
doador com citotoxidade mediada pelo sistema anticorpo-complemento
(PONCELET e cols., 2007) sugerindo que caracteristicas in vivo das MSC
alogénicas podem diferir das caracteristicas in vitro (PONCELET e cols., 2007,
PONCELET e cols., 2008; POPP e cols., 2009).

Baseado nessas limitacbes e uma vez que a LPA/SDRA necessita ser
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tratada o mais precocemente possivel, as CMMO foram escolhidas para o
presente estudo. Neste contexto, as CMMO podem ser administradas no mesmo
dia da sua obtencdo, sdo seguras, expressam varios genes envolvidos na
resposta inflamatoria e quimiotaxia, a técnica € facil e os custos sdo menores que
as células MSC (OHNISHI e cols., 2007). Ademais, evidéncias tém mostrado que
a quantidade de células CMMO ap0s administracdo intravenosa € vinte vezes
maior comparada as MSC (FISCHER e cols., 2009), o que pode favorecer aos
efeitos do transplante das CMMO no tratamento de doencas pulmonares.
Adicionalmente, apesar de termos utilizado camundongos machos doadores para
tentar identificar a presenca de cromossomo Y no parénquima pulmonar das
fémeas, optou-se em utilizar camundongos GFP+ para avaliar a presenca das
células CMMO no pulméao (ROJAS e cols., 2005).

Com o intuito de simular o que ocorre na pratica clinica diaria nos pacientes
com LPA/SDRA, a terapia com CMMO foi realizada 6 horas ap6s inducdo da leséo
uma vez que em 3 horas ja se observam alteracdes na mecanica e histologia
pulmonares (FAFFE e cols., 2000; MENEZES e cols., 2005; XU e cols., 2007;
LEITE JUNIOR e cols., 2008) e elevagédo nos niveis de mediadores inflamatérios
(MENEZES e cols., 2005; XU e cols., 2007) em modelos experimentais de LPA
induzida por LPS. Contrariamente, nos estudos que utilizaram células derivadas
de medula 6ssea em modelo de LPA, a administracdo foi realizada imediatamente
apos a inducéo da lesdo (YAMADA e cols., 2004) ou ndo mais do que 4 horas
(GUPTA e cols., 2007). Dentre os varios estudos envolvendo terapia celular em
modelos de LPA, este é o primeiro estudo mostrando os efeitos da CMMO em

modelos de LPA de etiologia pulmonar e extrapulmonar.
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As modificacdes na elastancia estética (Est) dos animais submetidos a LPA
pulmonar e extrapulmonar por LPS de E. coli no presente estudo (Figura 6) estado
relacionadas a presenca de colapso alveolar, infiltrado de células inflamatérias e
aumento da deposicao de fibras colagenas no septo alveolar (Tabela 1 e Figura 8)
(MENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols., 2006; LEITE-JUNIOR e cols., 2008 ).
A resposta inflamatoria observada no parénquima pulmonar pode ser mediada
pela liberacdo de varias citocinas proé-inflamatorias ou fatores de crescimento
(Figuras 12 e 13) favorecendo a amplificacdo, perpetuacdo e comprometimento de
orgaos a distancia. No presente estudo, tais alteragdes foram minimizadas ap0s o
transplante de CMMO (Figuras 12 e 13).

Neste contexto, varios estudos tém demonstrado a capacidade das células-
tronco suprimir a resposta inflamatéria local e sistémica induzida por endotoxemia
Xu e colaboradores (2007) demonstraram que as células MSC diminuem os niveis
de citocinas sistémicas prevenindo o edema pulmonar, o recrutamento de células
inflamatorias no parénquima alveolar e reduzem o nivel de citocinas plasmaticas.
Similarmente, alguns autores descreveram que a instilacdo intravenosa (MEI e
cols., 2007) ou intrapulmonar (GUPTA e cols., 2007) de MSC apos instilacdo
intratraqueal de LPS reduziu a resposta inflamatéria associada a modulacédo de
varios mediadores inflamatérios e conseqiente melhora histolégica do parénquima
pulmonar. Na maioria destes estudos, ndo ha evidéncias de fixacdo ou
diferenciacdo celular ou quando na presenca da fixacdo, esta € muito baixa,
geralmente menor que 8%, um valor insuficiente para explicar os efeitos benéficos
associados a terapia celular. No presente estudo, a presen¢ga de CMMO foi menor

gue 5% e quando comparados os grupos LPA pulmonar e extrapulmonar, sendo
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gue observou-se mais CMMO na LPA extrapulmonar comparado ao pulmonar,
podendo sugerir que a intensidade do dano endotelial contribui para o aumento
local de células.

A analise ultra-estrutural também demonstra o reparo de pulmdes lesados
gue ocorrem independentemente do namero de células GFP+ no pulméo (Figura
9) (KRAUSE e cols., 2001; ORTIZ e cols., 2003; ABE e cols., 2004; YAMADA e
cols., 2004). Portanto, esses efeitos devem ser atribuidos a atividade paracrina
dessas ceélulas, como previamente demonstrado em varios estudos experimentais
in vitro e in vivo (YAMADA e cols., 2004; MEI e cols., 2007; GUPTA e cols., 2007,
XU e cols., 2007).

No presente estudo, observou-se que a terapia com CMMO levou a uma
reducdo nos niveis de IL-6, KC, e IL-10 em ambos os grupos LPA, pulmonar e
extrapulmonar (Figura 12), diminuindo a resposta inflamatoria local e sistémica
com consequente reducdo no numero de neutrofilos no parénquima pulmonar
(XING e cols., 1998). O IL-6 é um importante regulador do trafego de neutréfilos
durante a resposta inflamatéria por orquestrar a producdo de quimiocinas e
apoptose de leucdcitos (FIELDING e cols., 2008), enquanto a KC € atua atraindo
neutrofilos. Esses eventos estimulam a liberacdo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria (FERNADEZ e cols., 2004). KC reduziu mais na LPA extrapulmonar
comparado a LPA pulmonar, que €& consistente com os achados de menor
acumulo de neutréfilos no parénquima pulmonar no grupo extrapulmonar apos
CMMO. Embora o IL-10 tenha reduzido apés a administracdo de CMMO, essa
reducdo também foi mais pronunciada na LPA extrapulmonar. Contrariamente,

Nemeth e colaboradores (2009) em modelo experimental de sepse induzida por
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ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e Mei e colaboradores (2007) em modelo
experimental de LPA induzida por instilacdo de LPS intrapulmonar propuseram
que os efeitos benéficos das células MSC estariam relacionados a producao de IL-
10. Essas diferengcas podem ser atribuidas ao tipo de célula utilizada no estudo
assim como ao modelo de inducdo de LPA. Em resumo, nossos resultados
sugerem que a terapia com CMMO altera o perfil de citocinas no pulméo que
favorece um eficiente controle da lesdo inflamatéria, reduzindo a quantidade de
colapso alveolar e prevenindo as alteragdes na mecéanica pulmonar.

O VEGF tem sido identificado como uma molécula chave no controle da
permeabilidade vascular através da interacdo com células endoteliais, e sua
atividade biolégica depende da interacdo com diferentes receptores que estao
presentes em macréfagos e neutréfilos ativados, em células endoteliais e células
epiteliais tipo Il. Portanto, os efeitos do VEGF podem alterar a fungéo tanto do
epitélio alveolar quanto do endotélio vascular pulmonar (THICKETT e cols., 2001).
Contrariamente, durante o periodo de reparo, o VEGF pode participar no processo
de angiogénese (MURA e cols., 2004 e 2006) além de promover proliferacdo de
células endoteliais vasculares e favorecer sua sobrevida por inducéo de proteinas
anti-apoptoticas (MEDFORT & MILLAR, 2006). Na LPA, os niveis de VEGF
diminuem (ABADIE e cols., 2005) ou aumentam (THICKETT e cols., 2001)
dependendo das condicOes fisiopatologicas, tempo e grau da lesdo epitelial e
endotelial (THICKETT e cols., 2001; ABADIE e cols., 2005; LAHM e cols., 2007).
Neste contexto, observou-se que a expressdo de VEGF no tecido pulmonar foi
maior na LPA extrapulmonar do que na LPA pulmonar (Figura 13), corroborando

estudos prévios (THICKETT e cols., 2001). A terapia com CMMO levou ao
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aumento no VEGF em ambos os grupos LPA, pulmonar e extrapulmonar (Figura
13). Logo, pode-se inferir que o aumento na expressdo de VEGF apls o
transplante com CMMO leva a efeitos protetores e regenerativos nas células do
endotélio vascular pulmonar, aumentando o numero de capilares (ZHAO e cols.,
2005; MEDFORD & MILLAR, 2006) e reduzindo a permeabilidade capilar.

Apés LPA, macrofagos alveolares sdo observados em contato com as
células epiteliais alveolares no espaco alveolar enquanto mondcitos circulantes
estdo presentes dentro do espago vascular em contato com as células endoteliais.
Os macrofagos alveolares sdo responsaveis pela liberacdo de varios mediadores
pré-inflamatorios e fatores de crescimento incluindo TGF-B, PDGF, fator de
crescimento fibroblastico (FGF) e IGF. Esses fatores influenciam diretamente a
migracdo de células mesenquimais, proliferacdo e deposicdo da matriz
extracelular, resultando na progressdo da desordem fibroproliferativa na LPA
(PITTET e cols., 2001; KREIN e cols., 2002 DOS SANTOS, 2008; PELOSI &
ROCCO, 2008; CHOI e cols., 2009). No presente estudo também constatou-se
aumento na expressdo de TGF-B, PDGF e IGF em ambos os grupos LPA,
principalmente na LPA pulmonar, o que pode ter contribuido para o aumento na
deposicdo de fibras colagenas no septo alveolar em funcdo do maior grau de
leséo epitelial no grupo LPAp (Figura 13).

Os animais tratados com CMMO tém marcada reducdo na quantidade de
fibras colagenas independente da etiologia da lesdo pulmonar (Figura 9). Varios
fatores regulam o processo de deposicdo de colageno, incluindo citocinas,
metaloproteinases e fatores de crescimento (MENEZES e cols., 2005; PELOSI &

ROCCO, 2008). A reducéo de fibrose em funcéo da terapia com CMMO pode ser
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atribuida a diminuicdo do processo inflamatério assim como reducdo nos fatores
de crescimento tais como TGF-B, PDGF e IGF. Nesse contexto, CHOI e
colaboradores demonstraram que a elevacdo nos niveis de IGF no BALF de
pacientes na fase inicial da LPA favoreceu a sobrevida de fibroblastos e que a sua
diminuicdo induz apoptose de fibroblastos pulmonares podendo ter um importante
papel na resolucdo da LPA ja que favorece a resolugédo da fibrose (CHOI e cols.,
2009). Nao se pode esquecer que o eficiente reparo epitelial pulmonar reduz a
fibrogénese, uma vez que a presenca de uma camada epitelial alveolar intacta
suprime a proliferagcéo fibroblastica e a deposi¢cdo da matriz (ADAMSON e cols.,
1988). Nosso experimento evidenciou em ambos os grupos LPA-CEL reparo das
células epiteliais alveolares (Figura 10).

A apoptose pode ser lesiva ou benéfica, dependendo do tipo celular, das
circunstancias, e tempo de disparo e pode contribuir na patogénese da fibrose
pulmonar assim como na sua resolucao (UHAL, 2002; MARTIN e cols., 2003).
Estimulo de apoptose em miofibroblatos e fibroblastos assim como células
inflamatdrias podem ser benéficas (LI e cols., 2004), mas excesso de apoptose de
células epiteliais podem levar a destruicdo do parénquima acometido levando a
perda do arcabouco necessario para o reparo tecidual, assim promovendo uma
resposta fibrética. O nimero de células epiteliais apoptéticas no pulméo assim
como a expressdo de RNAm para caspase 3 foi maior na LPA pulmonar, enquanto
constatou-se que o numero de células apoptéticas no rim e figado foi maior na
LPA extrapulmonar (Tabela 4 e Figura 14) em funcdo da fisiopatologia da leséo.
Rim e figado sdo mais susceptiveis a lesdo mediada por leucécitos com

agregacao de neutrofilos em resposta a citocinas liberadas pela endotoxina
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(THIJS & THIJS, 1998; DHAINAULT e cols., 2001). Na sepse, o figado emprega
importante papel no mecanismo de defesa do organismo. As células de Kupffer
sdo responsaveis pela inativacdo dos produtos de bactérias, producéo e clearance
de mediadores inflamatérios, podendo atrair e ativar neutrdfilos favorecendo
distarbios na microcirculacdo, deposicéo de fibrina, lesdo de hepatocitos e faléncia
de mudltiplos 6rgdos (KENNEDY e cols., 1999). As CMMO preveniram ndo sé o
aumento de células apoptoticas no pulméo, mas também em oOrgdos distais
(Tabela 4 e Figuras 15, 16 e 17) provavelmente devido a presenca dessas células
nos diferentes orgaos e/ou atividade paracrina com secrec¢ao de citocinas e fatores
de crescimento (HAGIMOTO e cols., 2002).

Embora nossos resultados corroborem com varios outros estudos
envolvendo LPA e utilizacdo de células-tronco para sua resolucdo, nosso estudo
tem algumas limitacdes que necessitam ser levadas em consideracao: 1. o modelo
experimental escolhido para nosso estudo é frequentemente utilizado, mas néo
reflete totalmente a LPA em humanos. Entretanto, o uso de bactérias para induzir
LPA pulmonar e extrapulmonar com grau similar de lesdo pulmonar é muito dificil
devido a alta variabilidade da lesdo e 2. alguns autores usam terapia com
fibroblastos como controle (GUPTA e cols., 2007; MEI e cols., 2007; XU e caols.,
2007). Entretanto, uma vez que o uso de fibroblastos ndo acarreta nenhum efeito
(SUN e cols., 2009), no presente estudo nés administramos salina como controle

ao invés de fibroblastos
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8 Concluséo

Embora a terapia com CMMO tenha sido efetiva em ambos os modelos de
LPA, pulmonar e extrapulmonar, os efeitos sobre a mortalidade e alteracfes
morfofuncionais foram mais evidentes no modelo de lesdo extrapulmonar. O
impacto da administracdo das CMMO parece difuso, afetando todos os aspectos
da LPA e ndo agindo especificamente nas definidas vias de reparo ou leséo, que
inclui alteragbes na mecanica pulmonar, infiltrado celular, deposicdo da matriz
extracelular, expressédo de fatores de crescimento e mediadores inflamatorios, e
apoptose celular local e distal. Estes resultados foram observados a despeito do
pequeno grau de fixacdo celular das células, sugerindo a existéncia de um efeito

paracrino.
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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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