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RESUMO

Longhini-dos-Santos N. Terapia celular em modelo experimental do enfisema pulmonar
induzido por meio de fumaca de cigarro. [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) representa um importante problema de
salde publica mundial e € caracterizada por uma limitacdo as trocas gasosas, associada a uma
resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a particulas e gases nocivos. O enfisema, dentro
do espectro da DPOC, apresenta como principal caracteristica, 0 aumento dos espagos aéreos
distais ao bronquiolo terminal, resultantes da destruicdo das paredes alveolares, sem fibrose
pulmonar significativa. A fumaca de cigarro representa o principal agente etioldgico
relacionado a DPOC, sendo que cerca de 85% dos casos da doenca obstrutiva pulmonar estdo
associados ao habito tabagico. Apesar da incorporacdo de novas estratégias terapéuticas e de
reabilitacdo, ndo se obteve até o presente uma forma de tratamento clinico eficaz. Neste
contexto, as células tronco representam uma nova alternativa terapéutica potencialmente
interessante e promissora. Este estudo propds comparar os efeitos terapéuticos do transplante
de células mononucleares da medula 6ssea (BMMC) e células tronco mesenquimais (CTM)
em animais com enfisema induzido por exposicdo a fumaca de cigarro. Camundongos fémeas
da linhagem C57BI6/J com idade de 8 semanas foram expostos a fumaca de cigarro em um
aparato desenvolvido no Laboratério de Genética e Terapia Celular — GenTe Cel — UNESP —
Campus de Assis. Os animais foram expostos a fumaca de cigarro durante 90 dias e, 21 dias
apos o término do periodo de exposicdo, receberam “pool” de BMMC ou CTM derivadas da
medula 6ssea de camundongos machos da linhagem C57BI6/J, expressando a proteina GFP.
Os grupos foram comparados em relacdo ao diametro alveolar, obtido pela medida do
intercepto alveolar médio (Lm). Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) foram
observadas entre 0s animais expostos e ndo expostos a fumaca de cigarro, confirmando o
desenvolvimento de enfisema. As analises morfométricas do pulmdo mostraram que 0S
tratamentos com BMMC e CTM foram eficientes na recuperagdo do parénquima pulmonar
dos animais expostos a fumaca de cigarro, uma vez que estes grupos ndo mostraram diferenca
estatistica em relacdo aos animais nao expostos a fumaca de cigarro. Testes de fluorescéncia
direta e PCR mostraram a migracdo de BMMC e CTM para o pulmao. Dessa forma, € licito
concluir que a terapia celular com BMMC ou CTM ¢, morfologicamente, eficaz no tratamento
de enfisema pulmonar induzido experimentalmente por exposi¢do a fumaca de cigarro em
camundongos.

Palavras-chave: Enfisema pulmonar. Modelo animal. Fumaga de cigarro. Terapia Celular.
Células tronco da Medula Ossea. Células Mesenquimais.



ABSTRACT

Longhini-dos-Santos N. Cell therapy in an experimental model of pulmonary emphysema
induced by cigarette smoke. [Masters thesis (Biotechnology)]. S&o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is an important public health problem
worldwide, with high prevalence and elevated socioeconomic impact. The disease is
characterized by the limitation of gas exchange and associated with an abnormal
inflammatory response of the lungs to harmful gases and particles. Emphysema, within the
COPD spectrum, presents as main feature the airspace enlargement distal to the terminal
bronchioles, associated to the destruction of the alveolar walls, without significant fibrosis.
The main etiologic agent related to COPD is cigarette smoke and 85% of cases of pulmonary
obstructive disease are associated with smoking. Despite new therapeutic strategies and
techniques of rehabilitation, it was not achieved until the present an effective clinical
treatment. In this context, stem cells represent a new therapeutic alternative potentially
interesting and promising. This study aimed to compare the effects of transplantation of bone
marrow mononuclear cells (BMMC) and mesenchymal stem cells (MSC) in animals with
emphysema experimentally induced by exposure to cigarette smoke. Female mice of the
strain C57BI6/J with 8 weeks old were exposed to cigarette smoke in an apparatus developed
by the "Laboratory of Genetics and Cell Therapy"- GenTe Cel — UNESP - Campus Assis. The
animals were exposed to cigarette smoke for 90 days and 21 days after the end of the
exposure period, the animals received a pool of BMMC or MSC derived from bone marrow
of male mice C57BI6/J, expressing GFP protein (transgenic). Both groups were compared
regarding the alveolar diameter, obtained by measuring the mean linear intercept (Lm).
Statistically significant differences (p <0.05) were observed between the animals exposed)
and not exposed to cigarette smoke, confirming the development of pulmonary emphysema
in the exposed animals. The analysis of the alveolar diameter showed that both treatments
with BMMC and with MSC were efficient in recovering the lung parenchyma of mice
exposed to cigarette smoke, since these groups showed no statistically significant difference
with the animals not exposed to cigarette smoke. The analysis of direct fluorescence and PCR
showed migration of BMMC and MSC to the lung. Thus, it can be concluded that cell therapy
with BMMC or MSC is, morphologically, effective in the treatment of the pulmonary
emphysema experimentally induced by exposure to cigarette smoke in mice.

Keywords: Pulmonary Emphysema. COPD. Stem Cells. BMMC. MSC.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca pulmonar obstrutiva croénica (DPOC) e enfisema pulmonar

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) é considerada um grave problema de
salde publica, apresentando alta prevaléncia e consideravel impacto econémico e social
(Campos, 2003; Global Initiative for Chronic Lung Disease, 2011; Lopez et al., 2006;
Murray, Lopez, 1997). Atualmente, a DPOC é considerada a quinta causa de morte e, segundo
estimativas recentes da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), 210 milhdes de individuos
sofrem da doenca, sendo 80 milhdes de grau moderado e severo. Estima-se que em 2020 a
DPOC atingira a terceira posicdo em causa de morte, devido a exposi¢do continua aos fatores
de risco, em especial a fumaca de cigarro (World Health Organization, 2008).

Realizado em 2003, o Projeto Platino (Projeto Latino-Americano de Investigacdo de
Enfermidade Obstrutiva) mostrou, segundo exame de espirometria, que 15,8% da populacédo
acima de 40 anos apresentava DPOC. Esses dados representam cerca de 5 a 6,9 milhGes de
individuos acometidos pela DPOC no Brasil (Jardim, Nascimento, 2007) e, devido a alta
mortalidade causada pela doenca e o impacto social e familiar gerados, novas alternativas de
tratamento estdo sendo buscadas em estudos recentes (Ribeiro-Paes et al., 2011).

A DPOC pode ser entendida como um estado patolégico caracterizado
concomitantemente pela limitacdo de troca gasosa, ndo reversivel, de carater cronico e
obstrutivo. Esta limitacdo de troca gasosa € usualmente progressiva e associada a uma
resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a particulas e gases nocivos (GOLD, 2009; Mattos
et al., 2009). Caracteriza-se, essa condi¢ao obstrutiva pulmonar, por uma aceleragédo da perda
da funcdo pulmonar natural, com limitacdo lenta e progressiva de troca gasosa, que culmina
em incapacitacdo e, consequentemente, morte prematura (Barnes, 2003; GOLD, 2009, 2011,
Jardim et al., 2007; Saetta et al., 2001).

Dentro do espectro da DPOC, definem-se, atualmente, duas entidades nosoldgicas: a
bronquite crénica e o enfisema pulmonar. (Cosio, Agusti, 2011; GOLD, 2009; Manino, 2011,
Sangani, Ghio, 2011). Segundo o | Consenso Brasileiro de Doenga Pulmonar Obstrutiva
Crbnica, a bronquite cronica € caracterizada pelo aumento recorrente das secrecoes
brénquicas, suficientes para causar expectoracdo, devendo estar presente pelo menos trés
vezes por ano, em dois anos sucessivos. O enfisema, por sua vez, caracteriza-se pela

destruicdo das paredes alveolares e aumento dos espacos aéreos distais ao bronquiolo
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terminal, com a presenca inicial de um infiltrado inflamatério, sem fibrose aparente (GOLD,
2009; Jardim et al., 2007).

O principal fator de risco para o enfisema pulmonar é a pratica do tabagismo (GOLD,
2009, 2011; Mattos et al., 2009; WHO, 2008). Outros fatores causais incluem a poluicao
atmosférica e exposi¢do ocupacional a poluentes, que contribuem para a aceleragdo da perda
funcional e morfolégica pulmonar, limitando gradualmente as trocas gasosas (Lee et al.,
2011). Como consequéncia, ha evolucdo para o quadro de dispneia progressiva, que pode
dificultar a realizacdo de tarefas simples do cotidiano dos pacientes, como subir escadas,
tomar banho e barbear-se (Ancides et al., 2011; Barnes et al., 2003; GOLD, 2009, 2011,
Kozma, 2012; Oliveira et al., 2000).

O desequilibrio entre proteases, responsaveis pela destruicdo do parénquima pulmonar,
e antiproteases, que inibem a acdo das enzimas proteoliticas, representa a teoria mais aceita
quando se refere a patogénese do enfisema pulmonar (Kozma, 2012; Rufino et al., 2006). Em
condigdes normais, as antiproteases, como a al-antitripsina (AAT), inibem o efeito destrutivo
causado pelas proteases. Porém, em individuos acometidos pelo enfisema, hd um aumento da
producdo de proteases, como a elastase neutrofilica, gerando o desequilibrio entre proteases,
evoluindo assim para a destruicdo do paréngquima pulmonar (Kozma, 2012).

Além dos macréfagos, linfocitos T CD8+ e neutrdfilos, intimamente relacionados a
fisiopatologia da DPOC, células epiteliais presentes no proprio tecido pulmonar liberam
mediadores inflamato6rios quando ativadas por fatores irritantes exdgenos, contribuindo assim
para a progressao do processo inflamatorio caracteristico da DPOC (Kozma, 2012; Rufino et
al., 2006; Takizawa et al., 2001).

A infiltracdo celular da parede e luz bronquicas é a primeira caracteristica encontrada
em pacientes com DPOC, resultando em um processo inflamatorio, mediado pela proliferacdo
de neutrofilos nas vias aéreas, promovido geralmente pela exposicdo a fumaca de cigarro
(Cosio et al., 2002). Responsaveis pela liberacdo de enzimas elastoliticas, como a elastase
neutrofilica, catepsina G e proteinase-3, os neutrofilos séo relacionados ao desencadeamento
do processo inflamatorio e a destruicdo do parénquima pulmonar por também secretarem
interleucina-8 (IL-8), promovendo o recrutamento de outros neutrofilos, amplificando o
processo inflamatorio (Do, Chin, 2012; Rufino et al., 2006).

Com o desencadeamento do processo inflamatério, o nimero de macrofagos
encontrados no lavado bronco-alveolar (LBA) de pacientes com DPOC é 5 a 10 vezes maior
do que em individuos ndo tabagistas (Barnes, 2008). Acredita-se que a relacdo entre

macrofagos e DPOC seja pela producéo de enzimas metaloproteases (MMP), como as MMP-
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1, MMP-9 e MMP12, que semelhantemente as enzimas neutrofilicas, tém capacidade de
degradacdo da matriz extracelular e recrutam células inflamatorias da circulagdo (Chung,
Adcock, 2008; Sampsonas et al., 2007; Selman et al., 2003).

Semelhante aos macrofagos, os linfocitos T CD4 e T CD8 apresentam-se em maior
quantidade nos pacientes acometidos pela DPOC (Saetta et al., 2001) e uma correlagéo direta
entre esse aumento e a gravidade da doenca foi observada em modelo animal de enfisema
pulmonar induzido por fumaca de cigarro (Takubo et al., 2002). Da mesma forma, alteracdes
patoldgicas pulmonares destrutivas foram relacionadas a ativagdo excessiva ou anormal de
linfocitos T CD8 (Barnes, 2004; Rufino et al., 2006).

Influenciando o desequilibrio entre proteases, a liberacdo de oxidantes pela fumaca de
cigarro nas vias aéreas leva ao estresse oxidativo, mecanismo envolvido na patogénese da
DPOC por causar danos a matriz extracelular, bem como disfuncdo ou morte celular (Demets
et al., 1994). Nas fases particulada e gasosa da fumaca de cigarro sdo estimadas 1.017
particulas e oxidantes, que sdo capazes de reduzir a eficiéncia do sistema de antiproteases pela
oxidacdo do sitio ativo destas enzimas e promover uma agressao direta a matriz extracelular
(Barnes, 2003; Kozma, 2012; Rufino, Silva, 2006).

Os principais fatores de risco do enfisema pulmonar séo: tabagismo, vapores e residuos
ocupacionais, poluicdo atmosférica, infec¢des, idade, asma e fatores socioeconémicos (Gold,
2010, 2011). O tabagismo aparece como a principal causa relacionada a DPOC, e corresponde
a 15-20% dos casos clinicos de enfisema pulmonar. A interacdo entre fatores genéticos e
agentes agressores € relacionada a causa de 90% dos casos de DPOC e, uma minoria,
representada por 1 a 3% dos casos, apresenta um distarbio genético, diagnosticado pela
deficiéncia de al-antitripsina, uma antiprotease produzida no figado (Ribeiro-Paes et al.,
2009).

A DPOC representa, como ja referido, um elevado custo econdmico e social. Na Unido
Européia, 56% dos gastos relacionados a doencas respiratorias sdo direcionados a DPOC,
compreendendo 38,6 bilhdes de euros (GOLD, 2009). Em 2002, os custos diretos e indiretos
nos Estados Unidos foram da ordem de 32 bilhdes de délares (GOLD, 2009), e de acordo com
dados da American Thoracic Society International Conference, de 2006, estima-se que nos
proximos 20 anos, serdo gastos 833 bilhdes de dolares somente nos Estados Unidos.

Em associacdo a novas tecnicas de reabilitacdo pulmonar, as terapias utilizadas para o
tratamento do enfisema tém contribuido para a melhora da qualidade de vida do paciente.

Entretanto, ainda ndo se obteve um tratamento clinico eficaz (Ribeiro-Paes et al., 2011).
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Desta forma, muitos modelos animais de DPOC tém sido propostos por diferentes
grupos de pesquisadores que buscam uma maior compreensao da fisiopatologia, bem como
alternativas que sejam eficazes no tratamento do enfisema (Cazzola et al., 2007; Faria et al.,
2012; Fusco et al., 2002; GOLD, 2009; Gross et al., 1965; Hele, 2002; Hyatt et al., 2000;
Longhini-dos-Santos et al., 2013; Mahadeva, Shapiro, 2002; Martorana et al., 1989; Nikula
et al , 2000; Ribeiro-Paes et al., 2009, 2011, 2012).

1.2 Modelos experimentais de DPOC

Utilizando a instilacdo intratraqueal de papaina, os trabalhos de Gross, iniciados na
década de 60, proporcionaram uma grande contribuicdo ao estudo dos processos
fisiopatoldgicos do enfisema (Gross et al., 1965). Nestes trabalhos pioneiros, foi verificada a
destruicdo significativa do tecido alveolar, causada pela administracdo de papaina,
representando um forte argumento em favor da hipotese do desequilibrio protease-
antiprotease (Dawkins, Stockley, 2001; Mahadeva, Shapiro, 2002; Shapiro, 2000).

Embora os métodos de inducdo de enfisema pulmonar ndo reproduzam perfeitamente
a patologia humana, novas metodologias de inducdo foram propostas, como instilacdo por via
intratraqueal e intranasal de proteases (papaina e elastase), exposicdo a fumaca de cigarro e
modelos genéticos, visando contribuir para uma melhor compreensdo da fisiopatologia da
DPOC (Brusselle et al., 2006; Faria et al., 2012; Fox, Fitzgerald, 2004; Fusco et al., 2005;
Hele, 2001; Longhini-dos-Santos et al., 2013; Mahadeva, Shapiro, 2002; Nikula et al. 2000;
Ribeiro-Paes et al., 2012; Rubio et al., 2004; Zhang et al., 2009).

Apresentando-se como uma técnica simples e de facil reproducdo, a utilizacdo de
proteases ganhou espaco nos estudos relacionados a DPOC por representarem, em um curto
espaco de tempo, caracteristicas da doenca humana relacionadas principalmente a morfologia
(Fujita, Nakanishi, 2007; Longhini-dos-Santos et al., 2013; March et al., 2000; Shapiro,
2000). Desta forma, 0 aumento dos espacos aéreos, resultante da perda do poder de retracéo
elastica do tecido pulmonar devido a degradacdo de elastina, pode ser observado em 21 dias
apos a instilacdo intranasal de elastase pancreatica de porco (PPE) em camundongos
(Longhini-dos-Santos et al., 2013).

Alguns estudos demonstram que o0 grau do enfisema esta relacionado a dosagem
administrada ao animal (Antunes, Rocco, 2011; Faria, 2012; Kawakami et al., 2008; Liithje et

al., 2009). Ministrando doses repetidas de elastase em tempos pré determinados, Lithje et al.
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observaram maior severidade no grau de enfisema quando comparado a Unica dose
administrada. Em consequéncia, 0s animais apresentaram perda de peso, hipertenséo

pulmonar e diminuicdo da capacidade de exercicio (Luthje et al., 2009).

A deficiéncia da og-antitripsina, principal causa do enfisema pulmonar relacionado a
fatores genéticos, pode ser observada em modelos que apresentam mutacdes naturais ou
induzidas (“gene targeting”), responsaveis pelo surgimento de anormalidades no
desenvolvimento animal, podendo evoluir para o quadro de DPOC (Shapiro, 2000; Wright et
al., 2008). Desta forma, a utilizacdo de modelos genéticos representa uma pecga fundamental
para o estudo da DPOC, uma vez que proporciona caracteristicas fisiopatologicas ligadas a

doenca humana (Kozma, 2012).

A fumaca de cigarro, principal causa relacionada ao desenvolvimento do enfisema
pulmonar em humanos, atualmente se apresenta como uma alternativa capaz de mimetizar
significativamente as caracteristicas fisiopatoldgicas do enfisema pulmonar humano em

animais que sofrem exposicao (Kozma, 2012; Wright, Churg, 2010).

Em 1981, o primeiro trabalho a utilizar exposi¢do de fumaca de cigarro para a indugéo
do enfisema pulmonar em modelo animal, mostrou aspectos morfomeétricos e fisiologicos da

doenca, que serviram de base para estudos posteriores (Huber et al., 1981).

Com a consolidacdo do método, novas variadveis surgiram, dentre elas o tipo de animal
a ser utilizado, a quantidade de cigarros e o tempo de exposi¢do. O quadro a seguir faz um
resumo dos principais trabalhos que utilizaram modelos animais de exposicdo a fumaca de

cigarro.



Quadro 1. Principais modelos animais de exposi¢do a fumaca de cigarro
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_ Tempo de )
Animal L Metodologia Resultados Observados Estudo
exposicao
Destruicdo do espaco aereo
) 45a90 30 cigarros por distal, diminuicao da Cendon et
Ratos Wistar ) _ o
dias dia elasténcia e elevados graus de  al., 1997
inflamacéo.
Aumento da  resisténcia
) ) 6hs de L Xuetal.,
Ratos Wistar 80 dias o pulmonar e diminuicdo da
exposicao . 2004
complacéncia pulmonar
Animais expostos a periodos
mais longos (24 e 36
semanas) apresentaram
Entre 2 e ) .
) 2hs de maiores valores de resisténcia  Zheng et
Ratos Wistar 36 . ) ) _
exposicao das vias aéreas e elastancia, al., 2009
semanas ’ )
além de maiores valores de
intercepto  médio (Lm) e
maior resposta inflamatoria
] Destruicdo alveolar severa,
20 cigarros
. representada por aumento no
_ diarios, 5 ) ) Huh et al.,
Ratos Lewis 6 meses valor do intercepto linear
vezes por o ) 2011
médio (Lm), mesmo apos a
semana ) .
cessagédo da exposicao
Desenvolvimento do
) enfisema pulmonar e
30 minutos por -
Camundongo ) ) presenca de infiltrado  Toledo et
6 meses dia, 5diasna . .
C57BI/6 inflamatorio no parénquima  al., 2012

Semana

pulmonar  dos animais

expostos a fumaca de cigarro
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Outra questdo a ser abordada é a forma de exposi¢do utilizada, podendo ser por via
nasal, na qual a fumaca é direcionada as narinas do animal (Jardim et al., 2010; Rinaldi et al.,
2012; Xu et al., 2004) ou no animal como um todo, com o animal tendo espaco suficiente para
circulacdo (Cendon et al., 1997; Huh et al., 2011; Zheng et al., 2009).

Com a exposicdo do animal como um todo, ha a possibilidade de ingestdo de nicotina
e alcatrdo durante o comportamento de auto limpeza do animal, podendo gerar interferéncia
nos resultados. Da mesma forma, a via nasal de exposicdo pode gerar alteracGes no padréo
“stress” do animal, em funcdo do confinamento necessario para a exposicdo. (Wrigth et al.,
2008).

Outro fator relevante é o tipo de fumaga utilizada na exposi¢do dos animais. A fumaca
da queima do cigarro compreende uma metodologia capaz de simular as condicGes
fisiopatoldgicas de um fumante passivo. Ja a fumaca resultante da succdo do cigarro
(“tragada”), simula as condigdes de um fumante ativo e, geralmente, ¢ fornecida ao
compartimento de alocacdo dos animais por meio de uma bomba (Huh et al., 2011; Jardim et
al., 2010; Kozma, 2012; Toledo et al., 2012; Zhang et al., 2011; Zheng et al., 2009). Néo
existem estudos que abordem a comparacdo das duas metodologias, no entanto, ambas sao
capazes de gerar o enfisema pulmonar nos animais, sendo o grau da doenca relacionado ao
tempo de exposicao (Wrigth et al., 2008).

Um dos principais fatores para a criacdo de um modelo experimental é a escolha da
espécie animal a ser utilizada. Os roedores (ratos, camundongos e guinea pig - Cavia
porcellu) sdo os animais mais citados na literatura (Wrigth et al., 2008).

O tamanho reduzido dos camundongos, quando comparado a outros roedores, pode
dificultar as analises funcionais mais sensiveis (Wrigth et al., 2008). Entretanto, existem
linhagens naturais que apresentam reacGes distintas a fumaca, podendo desenvolver o
enfisema pulmonar em diferentes graus de severidade (Bracke et al., 2006; Guerassimov et
al., 2004; Kozma, 2012; Wrigth et al., 2008).

Embora haja questionamentos que envolvam pardmetros relacionados a fumaca de
cigarro, 0 modelo de exposicdo em animais representa uma técnica promissora, devido a
semelhanga nos padrdes morfologicos da DPOC apresentado em humanos (Kozma, 2012;
March et al., 2000; Wright, Churg, 2010).
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1.3 Células tronco

As células tronco (CT) compreendem as celulas em estado indiferenciado que
apresentam, concomitantemente, capacidade de gerar células diferenciadas e autorrenovacéo,
por longos periodos (NHI, 2001).

As CT podem ser classificadas em grupos, de acordo com seu nivel de diferenciacao.
As células totipotentes, obtidas até a fase de 16 células da morula, possuem capacidade de
gerar todos os tipos celulares e tecidos do corpo, incluindo tecidos embrionarios e extra
embrionarios, como a placenta. As células pluripotentes, obtidas da massa celular interna do
blastocisto, possuem capacidade de gerar células dos trés folhetos embrionarios, mas ndo dao
origem a tecidos extra embrionarios. Atualmente, células adultas podem ser reprogramadas
geneticamente, dando origem as células tronco de pluripoténcia induzida (iPS). As células
multipotentes, obtidas em nichos especificos do corpo como a medula 6ssea, possuem
capacidade de gerar células dos tecidos que sdo provenientes, sendo responsaveis pela
constante renovacao celular (Chandar, Viselli, 2011; Wagers, Weissman, 2004).

De acordo com o tecido de origem, as células tronco também podem ser classificadas
como embrionarias (CTE), oriundas da massa interna do blastocisto, e células tronco adultas
(CTA), oriundas dos tecidos pés-natais, feto, corddao umbilical entre outros nichos, incluindo
as células tronco hematopoeticas (CTH) e células tronco (estromais) mesenquimais (CTM)
(Lakshmipathy, Verfaillie, 2005; NIH, 2001; Roobrouck et al., 2008).

A capacidade de autorrenovacdo das CTA proporciona o cultivo celular, método muito
utilizado para aumentar o rendimento e quantidade de células (Leeb et al., 2011; Watt,
Driskell, 2010). Desta forma, culturas de CTA multipotentes representam uma alternativa
amplamente estudada, voltada principalmente ao tratamento de patologias, por meio da

terapia celular.

1.3.1 Fragdo mononuclear da medula 0ssea

A fragcdo mononuclear da medula 6ssea (“Bone marrow mononuclear cells- BMMC”),
composta por células indiferenciadas (células tronco hematopoéticas e mesenquimais) e
celulas diferenciadas (linfdcitos, neutréfilos entre outras), possui papel importante na
homeostase tecidual em condigdes normais, bem como no reparo de lesdes ou

comprometimentos de ordem patoldgica (Giangreco et al., 2009).
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As células tronco hematopoéticas (CTH), sdo células adultas multipotentes
responsaveis pela producédo de células dos tecidos mieloide e linfoide. Em condic6es padrdes
de cultura, correspondem a por¢do ndo aderente e representam cerca de 1% das células totais
da medula 6ssea. As CTH expressam o imunofenétipo CD34*, CD38", CD133", CD90",
Rho'™", c-kit", Sca-1" e lin" (Wognum et al., 2003).

As células (tronco) estromais mesenquimais (CTM) apresentam formato fibroblastdide,
capacidade de aderéncia ao plastico, formacdo de colbnias e podem dar origem, em
determinadas condigdes de cultivo “in vitro”, aos tecidos dsseo, cartilaginoso, adiposo, alguns
tecidos musculares, tenddes e neurénio. Embora expressem pelo menos 95% dos marcadores
de superficie CD105, CD73 e CD90, as CTM ndo expressam 0s marcadores CD45, CD34,
CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR (Bydlowsky et al., 2009; Dominici et al.,
2006).

Com fécil obtencéo e provenientes de multiplos locais, tais como medula 6ssea, tecido
adiposo, polpa dentéria, corddo umbilical, musculo esquelético, tecido sinovial, cartilagem,
liqguido aminiotico, tenddo e pele, as CTM se tornaram alvo dos estudos clinicos, sendo
amplamente utilizadas no tratamento de diversas patologias (Bajada et al., 2008; Bianco et al.,
2013; Bydlowsk, 2009; Tigges et al., 2013; Xiao, 2012; Zhu et al., 2012).

1.4 Terapia celular

A terapia celular compreende uma pratica amplamente estudada, que visa restabelecer
a funcdo normal de 6rgédos e tecidos por meio da aplicacdo de células, tornando-se uma
alternativa promissora no tratamento de inimeras doencas (Ribeiro-Paes et al., 2009).

Visando avaliar o efeito protetor promovido pela medula éssea, em 1951, Lorenz deu
inicio aos estudos relacionados a terapia celular, e observou que a medula 6ssea de ratos
saudaveis, transplantada em ratos tratados com uma dose letal de radiacdo, impedia a morte
do animal receptor (Lorenz, 1951).

Em 1961, Till e McCulloch também observaram a resposta de ratos com a medula
Ossea transplantada apds lesdo provocada por irradiacdo ionizante. Esses trabalhos iniciais
deram abertura para a consolidagéo da terapia celular e, atualmente, o transplante de medula
0ssea representa a unica forma de terapia celular incorporada na terapéutica humana.

Por sua potencialidade terapéutica, as CTA estdo sendo cada vez mais utilizadas no
tratamento de doencas degenerativas e regeneracdo de tecidos lesados (Ribeiro-Paes et al.,

2009). Em especial, as CTM despertam o interesse dos pesquisadores devido a sua
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diferenciacdo em diversas linhagens, a producdo de citocinas e fatores de crescimento
evolvidos no reparo e regeneracdo de tecidos danificados, bem como a mediacdo de efeitos
imunossupressivos e antiinflamatérios (Aggarwal, Pittenger, 2005; Carrion et al., 2010).
Desta forma, a terapia celular representa um conjunto de praticas inovadoras, designando a

medicina regenerativa.

1.4.1 Terapia celular em pulmao

O uso da terapia celular vem sendo abordado por muitos pesquisadores que buscam
novos tratamentos para diferentes patologias, sendo considerada uma pratica promissora
especialmente quando aplicada a doencas de ordem pulmonar. A migracdo das células tronco
para 0 pulméo tem sido alvo de estudos em humanos e modelos animais, em diferentes
situacOes experimentais. Tal fato fornece o embasamento tedrico e fundamenta a aplicagdo da
terapia celular em doengas pulmonares (Ribeiro-Paes et al., 2012).

O processo de migracdo celular é relatado como resultado de uma injaria ou lesdo
tecidual, que provoca o recrutamento das células por meio da liberacdo de quimiocinas e
ativacdo de mediadores celulares ainda pouco conhecidos, que estdo associados ao
mecanismo de reparo tecidual (Giangreco et al., 2009; Rojas et al., 2005; Sueblivong et al.,
2009).

Em 1995, Pereira e colaboradores demonstraram que as células da medula éssea podem
migrar para o0 pulmao e atuar como precursores de células locais, e puderam observar, por
meio de PCR, a permanéncia destas células incorporadas no parénquima pulmonar por um
periodo de até cinco meses. Posteriormente, outros autores mostraram, por diferentes
metodologias, em modelos experimentais e pacientes humanos, que as CTA podem migrar
para o parénquima pulmonar e desencadear respostas bioldgicas que auxiliam na recuperacao
fisiologica do pulmdo (Krause et al., 2001; Ishizawa et al., 2004; Longhini-dos-Santos et al.,
2013; MacPherson et al., 2005, 2006; Ortiz et al., 2003; Ribeiro-Paes, et al., 2009, 2012;
Rojas et al. 2005; Suratt et al., 2003, Yamada et al., 2004).

Nos estudos realizados por Lama em 2007, as técnicas de RT-PCR e imunohistoquimica
mostraram a permanéncia de células infundidas (masculinas) no pulmdo de mulheres
submetidas ao transplante de medula 6ssea, por um periodo de até onze anos (Lama et al.,
2007).

O primeiro estudo brasileiro a utilizar células tronco hematopoiéticas no tratamento

humano do enfisema pulmonar foi publicado em 2011 por Ribeiro-Paes e colaboradores.
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Neste procedimento aut6logo, as células mononucleares da medula 6ssea foram infundidas
por via periférica em pacientes com estagio avangado de enfisema pulmonar. Os resultados
demonstraram a seguranc¢a do procedimento, bem como melhora nos padrbes de gasometria e
qualidade de vida dos pacientes (Ribeiro-Paes et al., 2011).

Em 2013, Longhini-dos-Santos e colaboradores mostraram a recuperacdo morfoldgica
do parénquima pulmonar de camundongos tratados com células mononucleares da medula
Ossea ap6s sofrerem lesdo por instilacdo intranasal de elastase. Este trabalho mostrou a
migracao celular e permanéncia das células no pulméo por até 21 dias (Longhini-dos-Santos
et al, 2013).

Estudos em modelos animais (ratos e camundongos) e em humanos tém demonstrado
gue a administracdo das células mesenquimais € um processo eficaz e seguro (Hu et al., 2010;
Le Blanc et al., 2008; Reinders et al., 2010; Rojas et al., 2005), apresentando resultados
satisfatorios em modelos animais de DPOC, uma vez que desaceleram as alteracGes
degenerativas caracteristicas do enfisema (Zheng, 2009).

Em doencas pulmonares, quando administradas em camundongos que sofreram
instilacdo de bleomicina, as células mesenquimais migraram para o pulmao e apresentaram
caracteristicas de pneumdcitos tipo | (Kotton et al., 2001) bem como efeito protetor,
reduzindo a fibrose e o quadro inflamatério (Ortiz et al., 2003; Rojas et al., 2005).

Recentemente, o emprego das células mesenquimais em camundongos com enfisema
pulmonar induzido por elastase promoveu a regeneracdo pulmonar (Katsha et al., 2011). Ja
em camundongos com enfisema pulmonar induzido por exposicdo a fumaca de cigarro, o
tratamento com as células mesenquimais promoveu a recuperacao do parénquima pulmonar e
melhora aparente em outros aspectos da DPOC (Schweitzer et al., 2011).

H4&, portanto, em modelos animais e pacientes humanos um conjunto de resultados
consistentes que mostram a migracdo de CT para o pulméo, sobretudo, no 6rgdo submetido a
algum tipo de trauma ou injuria. Desta forma, este conjunto de evidéncias experimentais
sustentam a possibilidade do emprego de CTM ou células mononucleares da medula dssea

(BMMC) na terapia celular em doencas pulmonares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a analise comparativa da resposta pulmonar (morfoldgica e funcional) ao
tratamento com “pool” de células mononucleares da medula 6ssea (BMMC) ou células tronco
mesenguimais (CTM) da medula dssea em camundongos com enfisema pulmonar induzido

experimentalmente por fumaca de cigarro.

2.2 Objetivos especificos

Adequar, nas condicBes experimentais do laboratério, um modelo animal
(camundongo) de inducdo de enfisema pulmonar por meio de exposicao a fumaca de cigarro.

Realizar analises morfométricas com determinacdo do intercepto alveolar médio nos
animais controles e tratados.

Avaliar a migracao e efeito terapéutico das células infundidas nos animais.
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3 METODOLOGIA
3.1 Animais

Foram utilizados 75 camundongos fémeas da linhagem C57BI/6J com
aproximadamente 8 semanas de idade. Para a extracdo das células tronco foram utilizados 15
camundongos machos EGFP (“Enhanced Green Fluorescent Protein”) com background
C57BI/6J com aproximadamente 8 semanas de idade, gentilmente cedidos pelo Research
Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Suita, Japan. Todos os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno forradas com serragem, em sala com temperatura e
luminosidade controladas (22 °C e 12 h — luz e 12 h — escuro), receberam dieta sélida e agua

ad libitum.
3.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes grupos compostos por 15 animais cada:
- Grupo N: animais foram mantidos no biotério, sem tratamento de exposicao a fumaca e/ou
células (controle);
- Grupo F: animais expostos a fumaca de cigarro (controle);
- Grupo PL: animais expostos & fumaca de cigarro que receberam infusdo de meio de cultura
(controle);
- Grupo BMMC: animais expostos a fumaca de cigarro que receberam infusdo de BMMC em
meio de cultura;
- Grupo CTM: animais expostos & fumaca de cigarro que receberam infusdo de CTM em

meio de cultura.

Tabela 1: Grupos experimentais.

Néao Nao

Sim Né&o

Sim Sim (Veiculo)

Sim Sim (Veiculo + Pool de BMMC)
Sim Sim (Veiculo + CTM)
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3.3 Aparato para exposi¢ao a fumaca de cigarro

O aparelho consiste na unido de dois sistemas: sistema de captacao e distribuicdo da

fumaca de cigarro e um sistema de contencdo dos animais (Figura 1).

Figura 1- Esquema do aparato para exposi¢do a fumaga de cigarro.

Exaustor
o 127 V

_Cémaras de
contengdo

AL
ambiente
&

70cm

Poténcia

2.

| “0cm | Fumaga de
I 1 (:Igﬂrrﬁ

Vista superior do aparato. Ao lado direito pode ser observado o médulo de combustéo e tragada do cigarro. A
esquerda estdo situadas as gaiolas para contengdo dos animais, que permanecem dentro da caixa de acrilico.
Fonte: Kozma (2012).

O sistema de contencdo de animais compreende quatro gaiolas de metal, com
dimensdes de 24 cm x 17 cm x 15 cm, com capacidade para até quinze camundongos cada.
Desta forma, o aparelho permite aplicar a metodologia em um total de sessenta animais
simultaneamente. As quatro gaiolas encontram-se equidistantes no interior de uma caixa de
acrilico com dimensdes de 70 cm x 70 cm x 20 cm, com tampa hermeticamente fechada,
acoplada a um exaustor (Figura 2A).

O sistema de captacdo e distribuicdo da fumacga compreende um suporte externo para
cigarro, conectado por mangueira a uma bomba elétrica de suc¢do com temporizador
automatico (Figura 2B). A bomba possui programacao que permite definir periodos de succéao
de fumaca intercalados com periodos de succdo de ar ambiente para evitar asfixia dos
animais. Desta forma, a bomba gera uma pressao negativa que obriga a fumaca da combustao
a passar pelo interior do cigarro, percorrendo a mangueira em direcdo ao interior da caixa de

acrilico, onde ramifica-se, com o auxilio de um distribuidor de vidro, em quatro direcGes
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perpendiculares coplanares de modo que cada uma das direcbes alimente uma gaiola. A
fumaca € langada verticalmente no sentido stpero-inferior a partir da parte superior da gaiola,

alcancando os animais e difundindo-se por toda a caixa (Figura 2A).

Figura 2. Aparato para exposicao a fumaca de cigarro.

Sistema de contengdo dos animais (A) e Sistema de captacdo e distribuicdo de fumacga (B).

Fonte: Kozma (2012).

3.4 Modelo experimental de enfisema pulmonar por exposi¢do a fumaca de cigarro

Para o desenvolvimento do modelo animal, foram utilizados 60 camundongos fémeas da
linhagem C57BL/6J com aproximadamente 8 semanas de idade. Os animais foram expostos
diariamente a fumaca de cigarro, durante 90 dias. A exposicao foi realizada trés vezes ao dia, as
8, 12 e 16 horas, totalizando assim, trés horas de exposicdo diaria. Durante cada hora de
exposicdo, foram feitos trés ciclos de 20 minutos, divididos em 15 minutos de exposi¢do a
fumaca de 4 cigarros comerciais e 5 minutos de ar ambiente. A concentracdo média de
mondxido de carbono no interior da caixa variou entre 350 — 400 ppm durante os periodos de
exposicdo. Foram utilizados cigarros comerciais da marca Derby® (Souza Cruz, Rio de
Janeiro, Brasil), embalagem vermelha com 20 unidades, cada cigarro contendo filtro, 0,8 mg de
nicotina, 10 mg de alcatrdo e 10 mg de monoxido de carbono, totalizando 3240 cigarros.

3.5 Obtencao de células mononucleares
Para a obtencdo e isolamento das células mononucleares da medula dssea, foram

utilizados 5 camundongos machos EGFP com background C57BI/6J, com aproximadamente
8 semanas de idade. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e tiveram o
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fémur e a tibia extraidos e colocados em solucéo salina PBS 1X (LGC Biotecnologia, Sdo
Paulo, Brasil) com 1% de antibi6tico-antimicético (Gibco®, New York, USA). Apls a
limpeza dos 0ssos, as epifises foram seccionadas e, com o auxilio de uma seringa contendo
meio de cultura “Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium” — DMEM (Gibco®, New York,
USA) a medula 6ssea foi removida (“flushing”). A suspenséo celular foi homogeneizada em
meio de cultura (DMEM) e seguiu para centrifugacdo a 377 g, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em uma solugéo contendo 1,5 mL
de meio DMEM e 1,5 mL de soro fisioldgico a 0,9%. Em seguida, a solucdo celular foi
colocada cuidadosamente sobre 2 mL de Ficoll a 50% (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil)
para separacdo por gradiente de densidade, mediante centrifugacdo por 26 minutos a 377 g. O
concentrado contendo o “pool” de células mononucleares da medula 6sssea, presente na
interface entre o0 meio de cultura e o Ficoll (Figura 3), foi recolhido e lavado em 10 mL de
meio DMEM (centrifugacdo por 10 minutos a 377 g). O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 2 mL de meio a-MEM. Uma aliquota de 10 pL foi retirada para
contagem em camara hematimétrica de Neubauer. A viabilidade das células foi verificada por
Azul de Trypan. Em seguida foi feita a dilui¢do, em meio a-MEM, das células para uma

concentracéo final de 7 x 10° células/mL.

Figura 3. Separacdo das células mononucleares da medula 6ssea (BMMC).

meio + células

Ficoll

-

—
—
-

J

Separacdo por gradiente de densidade (Ficoll). A seta indica o anel contendo o “pool” de BMMC.
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3.6 Obtencao das células mesenquimais

Para a obtencdo e isolamento das células mesenquimais da medula dssea, foram
utilizados 10 camundongos machos EGFP com background C57BI/6J, com aproximadamente
5 semanas de idade. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e tiveram o
fémur e a tibia extraidos e colocados em solucdo salina PBS 1X (LGC Biotecnologia, Sdo
Paulo, Brasil) com 1% de antibiotico-antimicotico (Gibco®, New York, USA). Apos a
limpeza dos 0ssos, as epifises foram seccionadas e, com o auxilio de uma seringa contendo
meio de cultura o-MEM (Gibco®, New York, USA) a medula dssea foi removida
(“flushing”). A suspensdo celular foi homogeneizada em meio de cultura (a-MEM) e seguiu
para centrifugacéo a 377 g, durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi ressuspenso em 2 mL de uma solugdo de meio a-MEM (Gibco®, New York, USA)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (HyClone, Utah, USA) e 2% de
antibidtico-antimicotico (Gibco®, New York, USA). Uma aliquota de 10 pL foi retirada para
contagem em camara hematimétrica de Neubauer. A viabilidade das células foi verificada por
Azul de Trypan. Em seguida foi feita a diluigdo das células em meio a-MEM suplementado,
para a concentraco final de semeadura de 1x10° células/cm?. As células foram primeiramente
semeadas em meio de cultura a-MEM contido em placas de cultura de 6 pogos (BD Falcon™,
New Jersey, USA), com 9 cm? cada poco, e incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO,.

As células foram observadas e fotografadas todos os dias da cultura. A primeira troca
do meio de cultura foi realizada 48 horas ap0s a semeadura e as trocas seguintes a cada 72
horas.

No 5° dia de cultura, as células atingiram confluéncia de 70-80% e foi realizada a 12
passagem. Os pocos foram lavados trés vezes com solucdo salina PBS 1x (0,1 mL/cm?) e as
células foram dissociadas com a utilizagdo de Tryple™ (Gibco®, New York, USA), segundo
protocolo do fabricante. Apos a 12 passagem, as células foram semeadas em meio de cultura
suplementado e contido em garrafas de cultura (BD Falcon™, New Jersey, USA) de 25 e 75
cm? na concentragéo de 2 x 10° células/cm? e foram mantidas até a quarta passagem.

O transplante celular ocorreu no 15° dia de cultura. As células foram dissociadas e
uma aliquota de 10 pL foi retirada para contagem em camara hematimétrica de Neubauer. A
viabilidade das células foi verificada por Azul de Trypan. Em seguida foi feita a diluicdo, em

meio a-MEM, das células para a concentracéo final de 5 x 10° células/mL.
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3.6.1 Curva de crescimento das células mesenquimais

Para avaliar a capacidade de adesao, proliferacdo e tempo de dobramento celular, apds a
primeira passagem, as células mesenquimais da medula dssea foram semeadas em meio de
cultura suplementado contido em placas de cultura de 24 pocos com 1 cm® cada (BD
Falcon™, New Jersey, USA) para realizagao da curva de crescimento.

Cada poco de 1 cm? continha aproximadamente 4,5 x 10* células inicialmente, que
foram mantidas em meio a-MEM suplementado com 20% de SBF e 2% de antibidtico —
antimicético (Gibco®, New York, USA) em estufa a 37 °C e 5% de CO; durante 10 dias. A
dissociacgdo celular foi realizada diariamente e a concentragéo celular determinada em camara
hematimétrica de Neubauer, em triplicata. Apos esse periodo, o nimero de células foi plotado
em um grafico linear (dias x nimero de células).

Para determinacdo do tempo de duplicacdo da populacdo (population doubling time —
PDT) foi empregada a seguinte férmula: CT/ (log (N/No) x 3,31), onde CT: tempo (horas), N:

namero de células final e No: nimero de células inicial (Eslaminejad et al., 2010).
3.7 Transplante celular

O transplante celular foi realizado 16 dias ap6s o fim da exposicdo a fumaca de
cigarro. A infusdo das células foi feita por via intravenosa (veia caudal). O grupo tratado com
“pool” de células mononucleares (BMMC) foi infundido com 0,4 mL de solucdo celular, na
concentracdo de 7 x 10° células/mL. O grupo tratado com as células mesenquimais (CTM) foi
infundido com 0,4 mL de solucéo celular, na concentragdo de 5 x 10° células/mL. O grupo
placebo (PL) recebeu tratamento similar, porém, infundido apenas com 0,4 mL do veiculo (a-

MEM). A realizacdo dos testes ocorreu 21 dias ap0s o transplante.
3.8 Citometria de fluxo

Apols a obtencdo das células, cada amostra retirada foi fixada em solucdo de
paraformaldeido 2%. As células hematopoéticas (BMMC) foram reconhecidas utilizando os
anticorpos anti-FIk2 (conjugado a PE- ficoeritrina), anti-Sca-1(conjugado a Cy7/PE —
ficoeritrina ligada a cianina 7) e anti-c-Kit (conjugado a APC- aloficocianina). As células
mesenquimais (CTM) foram reconhecidas utilizando-se marcadores para selecdo negativa
(anti-CD45, anti-Ter-119, anti-CD11b, anti-cKit -todos conjugados a APC- aloficocianina) e
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0s anticorpos anti-CD90, anti-CD73 (conjugados a PE-ficoeritrina) e anti-Sca-1 (conjugado a
Cy7/PE - ficoeritrina ligada a cianina 7). As leituras foram realizadas no citdmetro de fluxo
FACsCalibur (Becton Dickinson, USA) do Laboratorio de Biofisica Experimental da Escola

Paulista de Medicina (Unifesp) e as analises realizadas no programa WinMDi 2.8.

3.9 Mecéanica ventilatoria

No 21° dia ap6s a infusdo, os animais foram submetidos a testes funcionais no
Laboratorio de Terapéutica Experimental 1 — Lim 20 (Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo — FMUSP). Os animais foram anestesiados com tiopental (Thiopentax Cristélia-
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.; Sdo Paulo, Brasil) (250 mg/kg), traqueotomizados e
conectados a um ventilador para animais pequenos (FlexiVent, Scireq, Canadd) para coleta dos
dados referentes a pardmetros respiratorios: resisténcia das vias aeéreas (Raw),

amortecimento/resisténcia do tecido pulmonar (Gtis), e elastancia do tecido pulmonar (Htis).

3.10 Coleta e analise do lavado bronco alveolar (LBA)

Apos o teste de fisiologia respiratoria, os animais foram exsanguinados. Com o auxilio
de um cateter intravenoso Angiocath 20G x 1.16" 1,1 x 30 mm BD (Becton Dickinson Ind.
Cir. LTDA — Juiz de Fora — MG - Brasil) inserido na traqueia, o pulmao do animal foi lavado
por duas vezes, com 0,5 mL de soro fisiologico 0,9% cada vez. O material coletado foi
centrifugado a 800 g, durante 10 minutos a 5 °C. O sobrenadante foi aspirado e armazenado a
-70 °C para andlises posteriores. O pellet foi ressuspenso em 0.3 mL de PBS 1x para a
contagem do numero total e absoluto de células/mL de lavado, em cdmara hematimétrica de

Neubauer.

3.11 Analise histologica

Apos a coleta do LBA, os pulmdes foram retirados e insuflados com pressdo positiva
constante de 20 cm de uma solucdo tamponada de paraformaldeido a 4%, por um periodo de
24 horas, utilizando-se um aparato para perfusdo pulmonar adaptado e modificado pelo grupo
do Laboratério de Genética e Terapia Celular — GenTe Cel (UNESP — Campus de Assis),
conforme proposto por Barbosa-de-Oliveira et al., 2011. Os pulmdes seguiram rotina

histologica e foram incluidos em parafina. As laminas foram confeccionadas com cortes de
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5um de espessura e coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e seguiram para anélise do

Intercepto Linear Médio (“Mean Linear Intercept” - Lm).

3.12 Morfometria - medida do intercepto linear médio (Lm)

Foram analisados vinte campos aleatorios ndo coincidentes das laminas do tecido
pulmonar em aumento de 400 vezes. A avaliacdo histologica do enfisema pulmonar foi
realizada mediante calculo do Lm, indicador do Intercepto linear médio, em micrémetros,
segundo metodologia proposta por Weibel em 1963. O Intercepto linear médio - Lm € obtido
pela equacdo: Lm = Ltot / Li , onde: Ltot - comprimento total das retas do reticulo e Li - 0

namero de interceptos de estruturas alveolares com as retas do reticulo.

Figura 4 — Reticulo (A) empregado para determinacdo do Lm do parénquima pulmonar (B),

conforme proposto por Weibel (1963).
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3.13 Fluorescéncia direta

A fim de verificar se houve migracao das células infundidas para o pulmao, no 30° dia
apos a infusdo celular, dois animais de cada grupo foram sacrificados por deslocamento
cervical, para extracdo dos pulmdes que foram analisados por meio de fluorescéncia direta.

Em ambiente com pouca luminosidade, os orgdos foram fixados com Tissue Tek,
OCT® - Optimal Critical Temperature Compound (Sakura Finetek, Torrance, USA) e

cortados a 3 pum de espessura, em criostato Leica CM3050 S (Leica Biosystems Nussloch
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GmbH, Heidelberger, Germany). O bloqueio da peroxidase endogena dos cortes foi realizado
por 4gua oxigenada 30 volumes, em 4 vezes de 5 minutos cada. Ap6s o blogueio, 0s cortes
foram lavados 3 vezes com PBS 1x durante 3 minutos cada e foram corados com DAPI
(1:300) durante 30 minutos em temperatura ambiente. Apos a coloracdo, os cortes foram
lavados 3 vezes em PBS 1x e as laminas foram montadas e armazenadas em recipiente
protegido da luz, a -20 °C. As anélises foram realizadas em microscépio confocal Zeiss LSM
780 - Observer Z1/ZEN (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany).

3.14 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos testes de mecanica respiratéria e Lm foram analisados por
meio do teste de ANOVA Kruskal-Wallis, teste post-hoc de Dunn.

3.15 PCR

Para a técnica de PCR, os pulmdes removidos foram congelados e posteriormente
seguiram para a extracdo do DNA, conforme protocolo sugerido pelo fornecedor do kit de
extracdo NucleoSpin Tissue XS (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diren -
Germany). Adotou-se, em linhas gerais, 0 protocolo descrito por Longhini-dos-Santos et al.
(2013). Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados foram Mouse Sry locus, 8276—
8295 5- TGGGACTGGTGACAATTGTC-3" e 8677-8658 5-
GAGTACAGGTGTGCAGCTCT-3", (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA). As
condi¢des da amplificagcdo, padronizadas previamente, sdo: 95 °C por 4.5 minutos, seguido
por 33 ciclos de 35 segundos a 95 °C, 1 minuto a 50 °C e 1 minuto a 72 °C cada. A extensao

final foi de 5 minutos a 72 °C.

3.16 Imunohistoquimica

Neste estudo foi empregada anti-metaloproteinase 9 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA) para deteccdo das metaloproteinases caracteristicas do estado
patolégico na matriz extracelular do tecido pulmonar. Foi empregado como anticorpo
secundario Anti-Goat biotinilado IgG B7014 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os cortes
foram contra-corados com hematoxilina. Adotou-se, em linhas gerais, o0 protocolo descrito por
Suratt et al (2003).
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3.17  Aspectos éticos do projeto

Foram rigorosamente seguidas neste projeto as normas estabelecidas nas portarias
196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude. Deve-se salientar que o projeto foi submetido
a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Letras da Unesp

Campus de Assis. O projeto foi aprovado e possui numero de registro: 021/2011.
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4 RESULTADOS

4.1 Cultura celular

Com o proposito de avaliar as caracteristicas de isolamento, proliferacdo e expansdo das
células tronco mesenquimais (CTM), as células isoladas da medula 6ssea foram inicialmente
semeadas em meio de cultura suplementado e contido em placas de cultura de 9 cm? | na
densidade de 1 x 10° células/cm® No 2° dia de cultura, foi verificada a aderéncia celular,
formagdo de colbnias e alongamento inicial de células esparsas (Figura 5). No 3° dia, foi
realizada a primeira troca de meio de cultura, sendo possivel notar a presenca de colénias com

células ja em formato fibroblastdide.

Figura 5 — Colénia celular observada no 2° dia de cultura.

Células mesenquimais aderidas a placa de cultura ap6s 2 dias de semeadura. As setas indicam células em
formato fibroblastdide. Aumento 200x.

A cultura primaria atingiu confluéncia de 70 — 80% apds 5 dias do inicio da cultura e
assim foi realizada a primeira passagem.

As células foram cultivadas até a 4 passagem, totalizando 15 dias (Figura 6). A
viabilidade foi mensurada em cada uma das passagens, obtendo-se uma média de
aproximadamente 99%.
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A. Colbdnia celular no 4° dia de cultura. Células bastante alongadas e em formato fibroblastéide observadas

no fundo da placa. Aumento 400x.

B. Colbdnia celular no 8° dia de cultura. 22 passagem. Células bastante aderidas e alongadas, com formato
fibroblastoide. Aumento 400x.
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C. Coldnia celular no 12° dia de cultura. Células bastante aderidas e alongadas, com formato

fibroblastoide. Aumento 200x.

Para investigar o potencial de adesdo, proliferacdo e o tempo de duplicacdo da

populacdo das CTM foi realizada uma curva de crescimento celular durante 10 dias. Os dados

foram plotados conforme apresentado na Figura 7 a seguir.

Figura 7 — Curva de crescimento das células mesenquimais da medula éssea de camundongos

EGFP com background C57BI/6J.
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A curva de crescimento mostra que as células iniciam o processo de proliferacdo logo
apos a semeadura. A fase exponencial de crescimento foi mantida até o 6° dia, quando se deu
inicio a fase de “plateau”, mantida por 2 dias. O célculo do tempo de duplicacdo celular
(PDT), um importante indicador da capacidade de proliferagdo, mostrou que a populacao

celular duplica a cada 26,05 horas.

4.2 Caracterizacdo das células tronco

4.2.1 Caracterizacao das células mononucleares da medula éssea (BMMC)

As células mononucleares da medula 6ssea (BMMC) inicialmente obtidas a partir de
camundongos machos da linhagem EGFP com background C57BI6/J foram separadas
empregando-se gradiente de Ficoll (Metodologia, item 3.5). Para avaliar a eficiéncia da
separagdo destas células por esta metodologia, procedeu-se a analise das células e de seus
marcadores de superficie por citometria de fluxo. As células hematopoéticas (BMMC) foram
reconhecidas utilizando os anticorpos anti-FIk2 (conjugado a PE- ficoeritrina), anti-Sca-
1(conjugado a Cy7/PE — ficoeritrina ligada a cianina 7) e anti-c-Kit (conjugado a APC-
aloficocianina). Os resultados sdo apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Porcentagem das células presentes na fracdo mononuclear da medula 6ssea de
camundongos EGFP com background C57BI6/J.
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4.2.2 Caracterizagdo das células tronco mesenquimais (CTM)

A eficiéncia de obtencdo de células tronco mesenquimais (CTM) por cultivo (Item
4.1) foi avaliada empregando-se analise das células e seus marcadores de superficie por
citometria de fluxo. As células mesenquimais (CTM) foram reconhecidas utilizando-se
marcadores para selecdo negativa (anti-CD45, anti-Ter-119, anti-CD11b, anti-cKit -todos
conjugados a APC- aloficocianina) e os anticorpos anti-CD90, anti-CD73 (conjugados a PE-
ficoeritrina) e anti-Sca-1 (conjugado a Cy7/PE - ficoeritrina ligada a cianina 7).

Os resultados sdo apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Porcentagem das células mesenquimais apos cultura celular.
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E possivel observar que as duas amostras diferem tanto pelo volume celular quanto
pelo padréo de expressdo dos marcadores avaliados.

A analise dos marcadores de superficie da amostra contendo o “pool” de células
mononucleares da medula éssea (BMMC) mostrou que 0.08% das células eram positivas para

Sca-1 e c-kit e negativas para Lin- e FLK-2.
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A anélise dos marcadores de superficie da amostra contendo as células mesenquimais
(CTM) mostrou que 33. 91% das células eram positivas para Sca-1, CD90 e CD73 e negativas
para CD45, Ter119, CD11b e c-kit .

Os resultados indicam que o processo de obtencédo das células foi adequado.

4.3 Anélise funcional

Para verificar a alteracdo causada pela fumaca de cigarro nos aspectos funcionais dos
animais expostos a fumaca de cigarro, a resisténcia das vias aéreas (Raw), 0
amortecimento/resisténcia do tecido pulmonar (Gtis), e a elastancia do tecido pulmonar (Htis)
de todos os grupos foram avaliados por um ventilador para pequenos animais (FlexiVent,
Scireq, Canada).

As medianas e desvios interquartilicos sdo mostrados nas figuras a seguir.

Figura 10 — Valores da resisténcia das vias aéreas (Raw) obtidos nos diferentes grupos
experimentais. H= 11.1069; p= 0.254.
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Figura 11 — Valores da resisténcia do tecido pulmonar (Gtis) obtidos nos diferentes grupos
experimentais. H=12.0409 p= 0.170.
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Figura 12 — Valores da elastancia do tecido pulmonar (Htis) obtidos nos diferentes grupos
experimentais. H=5.5258 p=0.2375.
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A analise dos gréaficos mostra uma tendéncia de aumento nos valores dos parametros
avaliados nos animais que somente sofreram exposicdo a fumaca de cigarro (F) em
comparacdo aos demais grupos. Apesar disso ndo houve diferenca significativa entre os

parametros respiratorios analisados.

4.4 Lavado bronco alveolar

Para verificar a quantidade de células inflamatorias presentes no tecido pulmonar dos
animais, uma amostra de lavado bronco alveolar foi recolhida. O nimero total de células é

mostrado na Figura 13 a seguir.

Figura 13 — Contagem do numero total de células presentes no lavado bronco alveolar dos
animais (LBA). H=5.5788; p=0.2329.
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150000——

100000——

50000——

Numero total de células

| + - -

F PL N BMMC CT™M
Mediana 55000 46500 36000 42000 330000
Desvio 69000 33000 24000 15000 8250
N 6 6 5 5 6

Embora haja uma tendéncia maior no nimero de células dos animais expostos a
fumaca de cigarro, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, em

relagdo ao nimero de células presentes no lavado bronco alveolar (LBA).
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4.5 Analise morfométrica

Para verificar a influéncia dos diferentes tratamentos aplicados nos grupos
(inducéo e/ou tratamento do enfisema pulmonar) foi empregada a analise do intercepto linear
meédio (Lm) conforme proposto por Weibel em 1963. O valor de Lm reflete o diametro dos
espacos aéreos pulmonares, portanto, valores maiores de Lm indicam o alargamento alveolar,

caracterizando morfometricamente o quadro enfisematoso.

Figura 14 - Intercepto Linear Médio (LM). ANOVA Kruskal-Wallis post-hoc Dunn. H=

184.8250 p<0.0001. *Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa.
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Como pode ser observado na Figura 14, o grupo dos animais expostos a fumaca de
cigarro (F) apresentou aumento no valor de Lm (33.7838 £ 7.0028) em relacdo ao grupo dos
animais que ndo sofreram a exposicdo (N) (27.1739 + 4.4461). Desta forma, a inducdo do
enfisema pulmonar foi confirmada morfometricamente pela diferenca estatisticamente
significativa encontrada entre os grupos N e F (p<0,05).

Os animais que sofreram exposicdo a fumaca de cigarro e nao foram submetidos ao
tratamento com células grupos F (33.7838 + 7.0028) e PL (34.7222 + 6.6288) ndo
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apresentaram diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao diametro alveolar. Esse
dado indica que o meio de cultura, administrado como placebo no grupo PL, ndo exerce
influéncia no tratamento do enfisema pulmonar.

Os animais tratados com células, BMMC (27.4758 + 4.4461) ou CTM (26.5957 +
4.0698), apresentaram uma reducdo significativa no valor de Lm em relag&o aos animais dos
grupos F (33.7838 £ 7.0028) e PL (34.7222 + 6.6288). Em concordancia a estes resultados,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de Lm obtidos dos grupos
tratados com células, BMMC (27.4758 + 4.4461) ou CTM (26.5957 + 4.0698) em relacdo ao
grupo controle N (27.1739 + 5.2521), que ndo sofreu exposi¢do a fumaca de cigarro. Desta
forma, é possivel inferir que o tratamento com as células, BMMC ou CTM, foi eficaz e
promoveu a reestruturacdo do parénguima pulmonar, como pode ser observado nas figuras a

sequir.

Figura 15 - Tecido pulmonar de camundongos fémeas C57BI6/J apds respectivo tratamento.
(F) Animais que sofreram exposicdo a fumaca de cigarro. (PL) Animais que sofreram
exposicdo a fumaca de cigarro e tratamento com meio de cultura. (BMMC) Animais que
sofreram exposi¢do a fumaca de cigarro e tratamento com células mononucleares da medula
6ssea. (CTM) Animais que sofreram exposicdo a fumaca de cigarro e tratamento com células
mesenquimais. (N) Animais que ndo sofreram nenhum tipo de tratamento. Coloracdo HE.
Aumento 200x.
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4.6 Migracdo das células para o pulméo

Para verificar se houve migracdo das células infundidas para o pulmédo, no 30° dia
apos a infusdo celular, dois animais de cada grupo foram sacrificados por deslocamento
cervical, para extracdo dos pulmdes que foram congelados, contracorados com DAPI e
analisados por meio de fluorescéncia direta.
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Figura 16 — Andlise do tecido pulmonar com micrsoscopia de fluorescéncia e coloragdo com
DAPI (azul). Grupo N. Aumento de 200x.

Figura 17 — Analise do tecido pulmonar com micrsoscopia de fluorescéncia e coloracdo com
DAPI (azul). A e B - Presenca de células GFP (verde). Grupo BMMC. Aumento de 200x.

\




52

B

Figura 18 — Analise do tecido pulmonar com micrsoscopia de fluorescéncia e coloracdo com
DAPI (azul). A e B - Presenca de células GFP (verde). Grupo CTM. Aumento de 200x.
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Como pode ser observado nas Figuras 16 a 18, houve marcacdo dos nucleos com
DAPI (azul). O grupo N, que ndo recebeu infusdo celular, ndo apresentou fluorescéncia, e
representa o controle negativo (Figura 16). Os grupos BMMC (Figura 17) e CTM (Figura 18),
que foram tratados com as células, apresentaram fluorescéncia verde, caracteristica do GFP,
no parénguima pulmonar marcado com DAPI (azul).

Esses dados demonstram que houve migracdo das células infundidas por via sistémica

para o pulmao.

4.7 Deteccdo do cromossomo Y no pulmao das fémeas receptoras

Foi empregado o PCR do gene SRY como uma nova alternativa para verificagdo da
migracao celular para o pulméo, evidenciada pela marcacdo do cromossomo Y (proveniente
das células dos animais machos doadores) encontrado nos pulmdes das fémeas receptoras.
Como pode ser observado na Figura 19, os grupos que receberam tratamento com células
(CTM e BMMC) apresentaram bandas equivalentes ao tamanho do gene SRY de um
camundongo macho, que ndo recebeu tratamento com células tronco. Este resultado elucida a

presenca no pulméo das celulas infundidas, demonstrando a migracéo.
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Figura 19 — PCR. Analise do cromossomo Y no tecido pulmonar. 1- Peso molecular (100bp
DNA); 2- Male: controle positivo macho/marcagdo do cromossomo Y; 3,4 e 5 - Grupos N, F,
PL: ndo ha marcacao do cromossomoY; 6 e 7- CTM e BMMC: grupos tratados com células —
marcacdo do cromossomo Y; 8- Female — controle negativo fémea: ndo ha marcacdo do

cromossomo Y.

BMMC Female

4.8 A analise imunohistoquimica evidencia positividade do tratamento

Para caracterizar o0 modelo animal utilizado quanto aos padrdes de expressdo da
metaloproteinase 09, indicadora do processo inflamatério, os grupos foram investigados por
meio de imunohistoquimica. Como pode ser observado nas Figuras 20 a 24, houve mudancas
nos padrbes de expressao desta proteina de matriz, indicando, nos grupos que ndo receberam

tratamento celular, a presenca de processo inflamatério inerente ao enfisema pulmonar.
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Figura 20 — Imunohistoquimica para metaloproteinase de matriz 09 — MMP9. Presenca de
marcagdo de mmp9 (em marrom) Grupo N. Aumento de 200x.

Figura 21 — Imunohistoquimica para metaloproteinase de matriz 09 — MMP9. Presenca de

marcacdo de mmp9 (em marrom). Grupo F. Aumento de 200x.
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Figura 22 — Imunohistoquimica para metaloproteinase de matriz 09 — MMP9. Presenca de
marcagdo de mmp9 (em marrom). Grupo PL. Aumento de 200x.
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Figura 23 — Imunohistoquimica para metaloproteinase de matriz 09 — MMP9. Presenca de

marcagdo de mmp9 (em marrom). Grupo BMMC. Aumento de 200x.
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Figura 24 — Imunohistoquimica para metaloproteinase de matriz 09 — MMP9. Presenca de
marcagdo de mmp9 (em marrom). Grupo CTM. Aumento de 200x.

s P V o o]

E possivel observar nas Figuras 21 e 22 que a marcacio para metaloproteinase 9 pode
ser detectada na matriz extracelular e no Iimen das vias aéreas (em marrom) dos animais
pertencentes aos grupos controle F e PL, que ndo receberam tratamento com células. Em
contra partida, é possivel constatar a minima presenca da metaloproteinase 9 (em marrom) na
matriz extracelular e no limen das vias aéreas dos animais pertencentes ao grupo N, assim
como nos grupos CTM e BMMC que receberam tratamento celular (Figuras 20, 23 e 24).
Desta forma, fica evidenciado que os tratamentos com as células mononucleares da medula
0ssea ou mesenquimais diminuiram o padrdo inflamatorio, caracteristico do enfisema

pulmonar, nos pulmdes dos animais tratados.
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5 DISCUSSAO

Entre as diferentes abordagens para inducdo do enfisema pulmonar em modelos
experimentais, 0 método de inducdo por exposi¢do a fumaca de cigarro, vem ganhando maior
destaque na literatura, considerando que este modelo aproxima-se e busca mimetizar, de
forma mais fidedigna as caracteristicas fisiopatoldgicas da doenca humana (Cendon et al.,
1997; Huh et al., 2011; Jardim et al., 2010; March et al., 2000; Nikula et al., 2000; Toledo et
al., 2011; Xu et al., 2004; Zheng et al., 2009).

Embora ainda haja muitos questionamentos em relagéo a alguns parametros utilizados
em modelos experimentais, como numero de cigarros tempo e intensidade de exposicdo a
fumaca, ha, praticamente, um consenso na literatura sobre o aumento de infiltrado
inflamatdrio nos pulmdes dos animais expostos, bem como a degeneracdo do parénquima
(enfisema) pulmonar (Bracke et al., 2006; Huh et al., 2011; Jardim et al., 2010; Wright et al.,
2008; Xu et al., 2004; Zheng et al., 2009).

Um fator relevante e digno de nota, para efeito de uma analise comparativa entre o0s
resultados de diferentes grupos de pesquisa, refere-se ao tipo de exposi¢do adotado. Dentre 0s
métodos adotados, destacam-se a exposicdo a fumaca proveniente da queima do cigarro, que
promove a simulacdo de um fumante passivo (Cendon et al., 1997; Zheng et al., 2009), ou,
como adotado neste trabalho, a fumaca pode ser proveniente da sucgdo do cigarro,
promovendo a simulagdo (“tragada”) de um fumante ativo.

O aparato utilizado neste trabalho, desenvolvido pela equipe do Laboratério de
Genética e Terapia Celular — GenTe Cel — Unesp Assis, conforme apresentado nas Figuras 1 e
2, mostrou-se eficiente e vantajoso em relacdo aos demais equipamentos utilizados em
modelos animais de inducdo do enfisema pulmonar por exposicdo a fumaca de cigarro, pois
além do baixo custo (até 20 vezes mais barato que os modelos existentes no mercado)
apresenta facilidade operacional (Kozma, 2012). Em nosso aparato, 0s animais s&o
distribuidos aleatoriamente, em quatro gaiolas com capacidade para até 15 animais cada, e
recebem um fluxo de fumaca proveniente da aspiracdo (ou sucgédo) do cigarro. Desta forma,
0s animais podem transitar livremente, sem contencgéo, pelo espago em que estdo alocados,
evitando-se ou minimizando-se, assim, um fator adicional de “stress” dos animais.

A fumaga de cigarro promove a ativagdo de mediadores inflamatorios, como
macrofagos e neutrofilos, desencadeando a producdo de enzimas que favorecem o
desequilibrio entre proteases e antiproteases, levando ao alargamento dos espacos aéreos e

consequente destruicdo do parénquima pulmonar (Ancides et al., 2011; Toledo et al., 2011;
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Wright et al., 2008). Proposta no cléssico trabalho publicado por Weibel em 1963, a medida
do intercepto linear médio (Lm) representa, até hoje, a abordagem metodoldgica mais segura
para avaliar de forma quantitativa a destruicdo do parénquima pulmonar, diretamente
vinculado ao desenvolvimento do enfisema pulmonar.

Os resultados obtidos na analise do Lm mostraram um aumento significativo no
didmetro alveolar dos animais expostos a fumaca de cigarro, que ndo receberam nenhum tipo
de tratamento ap0s a exposicdo (Grupo F), em relacdo aos animais que ndo sofreram
exposicdo (Grupo N), como pode ser observado na Figura 14. Estes resultados mostram que o
modelo proposto, de exposicdo a fumaca de cigarro no aparato desenvolvido por nossa
equipe, foi eficiente na indugdo do enfisema pulmonar. Na literatura, s&o encontrados
modelos animais de enfisema com tempo de exposicdo a fumaca de cigarro que variam entre
3 a9 meses (Gosker et al., 2009; Guerassimov et al., 2003; Maeno et al., 2007; Marumo et al.,
2009; Rinaldi et al., 2011; Schweitzer et al., 2011). Com a finalidade de manter a frequéncia
no hébito tabagista semelhante aos seres humanos, os animais foram expostos trés vezes ao
dia a fumaca de cigarro, em trés periodos (manha, tarde e noite) durante 90 dias ininterruptos.

Em 2008, Valenca e colaboradores observaram um aumento no diametro alveolar de
animais expostos a fumaca de cigarro a partir do décimo dia de exposicdo (Valenca et al.,
2008). Corroborando nossos resultados, Rinaldi et al., (2011) confirmaram a inducdo do
enfisema pulmonar em animais da linhagem C57BI/6J expostos a fumagca de cigarro durante 3
meses.

Embora os dados morfoldgicos indiquem a destruicdo do parénquima pulmonar e uma
tendéncia ao aumento da resisténcia das vias aéreas e tecido pulmonar, os resultados obtidos
do teste funcional ndo apresentaram diferenca estatistica nos padrfes de elastancia e
resisténcia do tecido e vias aéreas (Figuras 10 a 12). Tal fato pode ser justificado pela
dificuldade de andlises funcionais mais detalhadas em camundongos, em funcdo das
dificuldades técnicas de mensuracdo dos parametros respiratérios dado o reduzido tamanho
dos animais. Outra questdo a ser discutida é o grau da doenca. Em 2005, Foronjy et al.
expuseram duas linhagens de camundongos C57 a fumaca de cigarro por longo tempo e
obteve um aumento significativo nos valores de Lm desses animais em relagdo aos seus
respectivos grupos controle. Apesar disso, também ndo houve alteracdo nos parametros
respiratorios dos animais expostos (Foronjy et al., 2005). Posteriormente, Wrigth et al.
mostraram que animais com enfisema em grau moderado apresentaram valores funcionais
normais, enquanto somente animais com grau avangado de enfisema pulmonar tinham

parametros alterados (Wrigth et al., 2008).
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A terapia celular com células tronco adultas (CTA) apresenta-se, atualmente, como
uma alternativa bastante interessante e promissora no tratamento do enfisema pulmonar
(Caramori et al., 2012; D'Agostino, 2010, Hind, Maden, 2011, Longhini-dos-Santos et al.,
2013; Moodley et al., 2011; Ribeiro-Paes et al., 2009, 2011, 2012; Xian, McKeon, 2012). Ha
varios estudos na literatura que mostram a migracao celular para o pulmao, apés a infusdo de
células em vasos periféricos (Adachi et al., 2006; Faria et al., 2012; Katsha et al., 2011,
Kotton et al.,2001; Krause et al., 2001; Lama et al.,2007; Longhini-dos-Santos et al., 2013;
Neuringer, Radell, 2004; Pereira et al.,1995; Ribeiro-Paes et al., 2009, 2011, 2012; Schrepfer
et al., 2007; Sueblinvong, Weiss, 2010; Suratt et al.,2003; Yamada et al.,2004). Células
infundidas na circulacdo periférica sdo levadas diretamente para o pulmdo, o que torna esta
estratégia de infusdo passivel de ser aplicada em modelos experimentais e terapia celular
experimental em pacientes humanos.

Dentre os estudos envolvendo transplantes celulares no tratamento de doencas
pulmonares, um fendbmeno marcante é a migracdo celular mediada por uma injaria no 6rgéo.
O recrutamento das células tronco esta possivelmente associado a presenca de quimiocinas
liberadas ap6s a lesdo, bem como, a ativacdo de mediadores celulares ainda pouco
conhecidos, que compdem um mecanismo de estimulo ao reparo tecidual do 6rgéo (Longhini-
dos-Santos et al., 2013). Com o prop6sito de rastrear as células infundidas, foram utilizadas
células da medula éssea de camundongos machos, da linhagem EGFP com background
C57BI6/J. Desta forma, a presenca das células no parénquima pulmonar dos animais
infundidos foi verificada pela fluorescéncia direta (Figura 16 a 18), mostrando que houve
migracdo celular para o pulmdo. Em 2013, nosso grupo mostrou que células da medula dssea
de doadores machos foram encontradas em pulmdes de fémeas receptoras, por meio de PCR,
a partir de 24 horas ap0s a infusdo celular (Longhini-dos-Santos et al., 2013). Neste trabalho,
o teste de PCR foi utilizado para verificacdo da migracdo celular para o pulméo, evidenciada
pela marcacdo do cromossomo Y (Locus SRY) proveniente das células dos animais machos
doadores, encontrado nos pulmdes das fémeas receptoras. Conforme apresentado na figura 19,
0S grupos que receberam tratamento com células (CTM e BMMC) apresentaram bandas
equivalentes ao gene SRY de um camundongo macho que ndo recebeu tratamento,
evidenciando a migragdo das células infundidas para o parénquima pulmonar.

Embora as analises do lavado bronco alveolar (LBA), referentes ao quadro
inflamatdrio pulmonar, tenham mostrado maior numero de células inflamatoérias nos animais
expostos & fumaca de cigarro (Grupos F e PL) em relacdo aos animais expostos a fumaca e

que receberam tratamento com células (Grupos BMMC e CTM) e os animais que nao foram
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expostos a tratamento (Grupo N), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (Figura 13). Vale lembrar que o sacrificio dos animais foi realizado 37 dias ap6s o fim
da exposicdo a fumaca de cigarro. Em 2010, Braber et al. mostraram que camundongos da
linhagem A/J apresentaram reducdo nos padrdes inflamatdrios 8 semanas apds os fim da
exposicao. Desta forma, pode-se inferir que o periodo decorrente entre o término da exposi¢do
e as andlises laboratoriais, executadas apos 37 dias, justificaria os resultados obtidos.

Em contrapartida, a analise dos padrdes de expressao das metaloproteinases (MMP-9),
caracteristica do processo inflamatdrio, mostrou diferencas nos padrdes de expressdo destas
proteinas de matriz, indicando a presenca de processo inflamatério inerente ao enfisema
pulmonar nos grupos que foram expostos a fumaca de cigarro e ndo receberam tratamento
com células (Grupos F e PL). A presenca de marcacdo para MMP-9 (em marrom) pode ser
observada na matriz extracelular e no lmen das vias aéreas dos grupos F e PL nas figuras 21
e 22. J& os grupos N, BMMC e CTM apresentam poucos focos de marcacbes, em pontos
especificos, como pode ser observado nas figuras 20, 23 e 24. Desta forma, pode-se sugerir
que, de forma qualitativa, que o tratamento com células mononucleares da medula dssea
(BMMC) ou mesenquimais (CTM) pode diminuir os padrées inflamatdrios caracteristicos da
DPOC.

Vale ressaltar que, apés 21 dias da infusdo das células, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores de Lm dos grupos que receberam tratamento
com as células (BMMC e CTM) em relacdo ao grupo controle (N) que nao recebeu nenhum
tipo de tratamento, como pode ser observado na Figura 14. De acordo com os dados obtidos,
é possivel aventar a hipGtese de que a atuagdo das células ocorre por, pelo menos, 21 dias
apos a infuséo.

Em sintese, pode-se dizer que os resultados obtidos neste trabalho, mostram, do ponto
de vista qualitativo e quantitativo, a recuperacdo histomorfoldgica do parénquima pulmonar
dos animais expostos a fumaca de cigarro e tratados com pool de células mononucleares

(BMMC) ou células mesenquimais (CTM) provenientes da medula 6ssea (Figuras 14 e 15).
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6 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados nos permitiu chegar as seguintes conclusdes:

- O modelo experimental de inducdo de enfisema pulmonar por exposicdo a fumaca de
cigarro mostrou-se exequivel e reprodutivel, permitindo consolidar esta metodologia em
camundongos;

- Houve migracéo celular da via sistémica para o pulmao;

- A utilizacdo de células mononucleares da medula 6ssea € morfologicamente eficaz
no tratamento de enfisema pulmonar em camundongos e se apresenta como uma terapia
bastante promissora para o tratamento da DPOC;

- A utilizacdo de células tronco mesenquimais provenientes da medula Ossea €
morfologicamente eficaz no tratamento de enfisema pulmonar em camundongos e se

apresenta como uma terapia bastante promissora para o tratamento de DPOC.
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