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PEREIRA, Daniele Lopes. Terapia Celular com células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo e “pool” de células mononucleares da medula 6ssea em modelo
experimental de fibrose pulmonar. 2016. 55 f. Dissertagdo (Mestrado Académico em
Biociéncias). — Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Assis, 2016.

RESUMO

A Fibrose Pulmonar (FP), também denominada Alveolite Fibrosante, € uma pneumopatia
idiopatica, crénica e irreversivel, que acomete o tecido pulmonar promovendo a deposi¢cao
de tecido fibroso cicatricial e consequente remodelamento da arquitetura pulmonar.
Considerando a inexisténcia de um tratamento clinico curativo que ndo seja apenas
paliativo, a terapia com células-tronco desponta como alternativa promissora no
tratamento da fibrose pulmonar e diversas outras patologias. Neste contexto, este projeto
propds 0 emprego da terapia celular com células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
humano (CTMTA) e “pool” de células mononucleares da medula éssea (BMMC), isoladas
ou conjuntamente, em modelo experimental de fibrose pulmonar. Foram utilizados 36
ratos Wistar divididos em 6 grupos. O grupo controle recebeu instilagdo intratraqueal de
tampéo fosfato. Cinco grupos foram instilados com bleomicina (2U/animal) para a indugéo
da doenca e, apos 14 dias, submetidos ou ndo a diferentes tratamentos utilizando células
mononucleares da medula 6ssea e/ou células-tronco mesenquimais de tecido adiposo,
sendo que um grupo recebeu tratamento placebo com tampédo fosfato. A analise
histolégica evidenciou o desenvolvimento de fibrose nos animais instilados com
bleomicina (p<0,0001) e uma melhora do quadro fibrético nos animais submetidos ao
tratamento, independentemente do tipo celular utilizado (p<0,001). A ventilagdo pulmonar
basal revelou a presencga de esfor¢o respiratério nos animais instilados com bleomicina
(p=0,0260), porém nenhum tipo de terapia foi capaz de reverter esse quadro. Nao houve
diferenca significativa entre o perfil de leucocitos encontrados no lavado broncoalveolar
dos animais com e sem fibrose, entretanto a terapia com CTMTA promoveu a redugéo da
porcentagem de linfécitos e o aumento de macréfagos nos animais doentes. O tratamento
com BMMC e CTMTA, realizado de modo isolado ou em conjunto, mostrou remissao
significativa do quadro de fibrose instalado.

Palavras-chave: Fibrose Pulmonar. Terapia Celular. Células Mononucleares da Medula

Ossea. Células-tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo.



PEREIRA, Daniele Lopes. Cell Therapy with adipose tissue-derived stem cells and
pool bone marrow mononuclear cells in experimental model of pulmonary fibrosis.
2016. 55 f. Dissertation (Master Degree in Biosciences) — Faculdade de Ciéncias e Letras,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Assis, 2016.

ABSTRACT

Pulmonary Fibrosis (PF), also known as fibrosing alveolitis, is an idiopathic, chronic,
irreversible lung disease that affects the lung tissue by promoting the deposition of fibrous
scar tissue and subsequent lung architecture remodeling. Considering the need for
curative medical treatment that is not only palliative, stem cell therapy is emerging as a
promising alternative for the treatment of pulmonary fibrosis and many other diseases. In
this context, it is proposed in this study the cell therapy with mesenchymal stem cells
derived from human adipose tissue (CTMTA) in association with the pool of mononuclear
bone marrow cells (BMMC) in an experimental model of pulmonary fibrosis. The disease
was induced in 4 groups of Wistar rats (n = 6) by intratracheal bleomycin (2U / animal). 14
days after instillation, each group was subjected to a specific treatment with BMMC and
CTMTA, isolated or combined mode, while a fourth group was treated with phosphate
buffer. The control group was instilled and treated with phosphate buffer. Histological
analysis showed the development of disease in animals instilled with bleomycin
(p<0,0001) and untreated, and improvement in the fibrous framework of animals subjected
to cell therapy (p<0,001). The basal ventilation revealed the presence of respiratory effort
in animals instilled with bleomycin, submitted or not to therapy (p=0,0260). Treatment with
BMMC and CTMTA, performed alone or in conjunction mode showed similar results, since
both promoted remission of pulmonary fibrosis.

Keywords: Pulmonary fibrosis. Cell Therapy. Adipose Tissue-Derived Stem Cells. Bone
Marrow Mononuclear Cells.
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1. INTRODUGAO

1.1. Fibrose Pulmonar

A Fibrose Pulmonar (FP), também denominada de Alveolite Fibrosante, &€ uma
pneumopatia cronica e irreversivel que acomete o tecido pulmonar promovendo, por meio
de estimulos ainda ndo completamente compreendidos, a deposi¢do de tecido fibroso
cicatricial e consequente remodelamento da arquitetura pulmonar (Gross e Hunninghake,
2001; Wynn 2011). O avango do quadro clinico envolve um déficit gradual da capacidade
pulmonar, acompanhado de tosse néo produtiva e dispneia (Kim et al., 2006).

A FP faz parte do espectro das doencgas intersticiais pulmonares, de caracteristicas
histopatologicas bastante semelhantes, o que, muitas vezes, apresenta-se como um
complicador para uma definicdo diagnostica precisa. Desde 2000, uma declaragdo de
consenso internacional, publicada conjuntamente pela American Thoracic Society,
European Respiratory Society e American College of Chest Physicians, estabeleceu os
critérios de diagnéstico para doengas pulmonares intersticiais difusas, entre elas, a FP.
Desde entéo, inclui-se como critério para o diagnostico da FP a presenca de padréo
histologico de Pneumonia Intersticial Usual de amostra tecidual obtida por biopsia e,
ainda, a exclusdo de diversas patologias pulmonares de causa conhecida e clinicamente
bem definidas (Raghu et al. 2011; Xaubet et al. 2013).

Embora ndo haja um unico fator causal para o desenvolvimento da FP e a etiologia
permanec¢a ainda pouco compreendida, admite-se que a patogénese envolva exposicao a
fatores de risco ambientais e/ou ocupacionais associados a suscetibilidade genética do
individuo (Verma, Slutsky, 2007). Os principais fatores de risco envolvem tabagismo
cronico e exposicédo a residuos oriundos da construgdo civil, como silica, ago, latéo,

chumbo e p6 de madeira (Baumgartner et al., 1997; Raghu, 2011). Ha maior prevaléncia
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entre individuos do sexo masculino, acima dos 50 anos de idade, uma vez que
correspondem a maior parcela dentre os trabalhadores relacionados as profissées de
risco.

Estima-se que a incidéncia da FP seja de 10,7 casos para cada 100.000 habitantes
do sexo masculino, por ano. Nas mulheres a incidéncia € de 7,4 para cada 100.000
habitantes. A prevaléncia aproxima-se de 20/100.000 para homens e 13/100.000 para
mulheres, sendo a expectativa de vida, apdés o diagnéstico, inferior a 5 anos (Raghu,
2011). Além disso, o numero de pacientes diagnosticados com fibrose pulmonar tem
aumentado ao longo dos anos, o que caracteriza a doenga como um problema mundial de

saude publica, com elevada incidéncia entre as doengas intersticiais do pulmao.

1.2. Sulfato de bleomicina como indutor de fibrose pulmonar

Apesar da escassez de dados epidemiologicos, varios estudos com modelos
animais vém sendo realizados com o objetivo de elucidar os mecanismos fisiopatolégicos
que culminam na formacgao de tecido fibroso. Embora nenhum dos modelos mimetize de
maneira fidedigna o padrédo de desenvolvimento da doenga em humanos, ha a
reproducéo de algumas caracteristicas patolégicas importantes, o que tem contribuido
significativamente para os avangos acerca dos mecanismos fisiopatolégicos e
etiopatogénicos da doencga (Mutsaers et al., 2004; Moore, Hogaboam, 2008).

O modelo experimental mais comumente utilizado baseia-se na toxicidade dose-
dependente da bleomicina (BLM), um antibidético com propriedades quimioterapicas
extraido da bactéria Streptomyces verticillus, em 1966, por Umezawa e colaboradores.

A BLM induz dano oxidativo no DNA, o que justifica sua atividade anti-tumoral,
sendo amplamente empregada no tratamento de diversas neoplasias (Della Latta et al.,

2015). A toxicidade pulmonar surge como efeito adverso do tratamento e é dose-
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dependente, observada em geral a partir da administracdo de doses cumulativas
superiores a 450 mg em pacientes humanos. Este achado foi o fator determinante para
seu emprego como agente indutor da fibrose pulmonar em modelos animais (Thrall et al.,
1979).

Em 1979, Thrall e colaboradores padronizaram um modelo de indugéo de fibrose
pulmonar em ratos Wistar por instilagéo intratraqueal de bleomicina (BLM). Os achados
histopatol6gicos observados no modelo animal mostraram algumas caracteristicas
similares aquelas verificadas na doenga humana. Dessa forma, o modelo experimental
proposto por Thrall et al. (1979) representou uma importante contribuicdo para o avango
nos conhecimentos dos mecanismos-chave implicados na fisiopatologia e

desenvolvimento dos processos fibréticos pulmonares.

1.3. Patogénese

1.3.1. Hip6tese da Inflamacéo

A etiologia da FP, apesar de ndo totalmente estabelecida, estd fortemente
vinculada a exposicéo reiterada das vias aéreas a agentes toxicos que provocam lesdes
recidivantes no tecido pulmonar, culminando, em ultima instancia, na deposig¢ao de tecido
fibroso como medida reparativa (Xaubet, 2013).

As hipoteses iniciais sobre os mecanismos etiopatogénicos da FP propunham que
a inflamagcdo aguda seria um fator determinante para o desenvolvimento e
estabelecimento da doenga (Keogh, Crystal, 1982; Ward, Hunninghake, 1998). De acordo
com essa hipétese, o processo inflamatério, desencadeado por agentes tdxicos, causaria
les&o pulmonar com morte de células epiteliais alveolares que, por meio da liberagédo de
fatores pro-fibroticos, induziriam a proliferagdo e ativagdo de fibroblastos com

consequente deposicdo de matriz extracelular no parénquima pulmonar. A hipétese da
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inflamagéo apoiava-se em achados histopatolégicos que indicavam a presenca de
infiltrados inflamato6rios nos espacos intersticiais e intra-alveolares em pacientes com FP,
além da expressdo de uma série de citocinas pro-inflamatérias (Kamp, 2003). Esses
dados colocaram a inflamagdo como sendo o principal mecanismo etiopatogénico da
doenca, além de fundamentar na proposigéo de terapias anti-inflamatérias (Mapel, Samet,
1996). Porém, diante da ineficacia dos tratamentos propostos, qual seja, a ndo remissao
do quadro fibrético instalado, somada a novos estudos que evidenciaram a ocorréncia de
fibrose independente do ambiente inflamatorio, a hipétese da inflamagéo perdeu robustez
e consisténcia, abrindo novas vias e abordagens de investigacado (Bringardner et al.,

2008).

1.3.2. Processo cicatricial anémalo: a hipotese atual

O ambiente alveolar normal é composto por 2 tipos predominantes de células:
células epiteliais alveolares tipo 1 (CEA1) e células epiteliais alveolares tipo 2 (CEA2). As
primeiras exibem morfologia bastante alongada e s&o responsaveis pelas trocas gasosas,
cobrindo cerca de 95% das paredes alveolares. As CEA2, de formato cuboide, sdo menos
abundantes, correspondendo a cerca de 5% da superficie alveolar. As CEA2 séao
responsaveis pela produgédo do liquido surfactante e possuem capacidade de
autorrenovacao e diferenciagdo em CEA1 podendo, portanto, em caso de lesdo, promover
a regeneracao tecidual (Barkauskas, Noble, 2014).

Em um epitélio pulmonar saudavel, apds lesdo e morte de CEA1, estas s&o
rapidamente substituidas por CEA2, que se proliferam para cobrir a lamina basal
desprovida de epitélio. Posteriormente, as CEA2 diferenciam-se em CEA1 e o processo
de regeneracdo ocorre de modo rapido e eficaz, sem o desenvolvimento de fibrose

(Selman, King et al., 2001; Barkauskas, Noble, 2014).
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Atualmente, a hipdtese mais aceita para explicar a patogénese da FP envolve a
presenca de fibroblastos e CEA2 fisiologicamente alterados, com proliferacdo anormal e
incapacidade de diferenciagdo em CEA1 durante o reparo da lesdo (Selman, King et al.
2001; Sisson, Mendez et al. 2010; Barkauskas, Noble, 2014). Muitos trabalhos tém
proposto que as causas destas disfungdes correlacionam-se com caracteristicas
genéticas do individuo e/ou com o estabelecimento de um ambiente pulmonar estressado,
apos correlagdo entre certas infecgdes virais latentes e a presenca de fibrose pulmonar
em pacientes humanos. Nesse sentido, alguns virus, como por exemplo, o virus da
Herpes e o Citomegalovirus, que possuem a caracteristica de infectar e permanecer
latentes no tecido pulmonar por longos periodos de tempo, seriam os responsaveis por
influenciar o funcionamento inadequado das CEA2. (Tang et al., 2003; Dworniczak et al.,
2004).

Em um ambiente pulmonar previamente comprometido por agentes agressores
endogenos ou exdgenos, lesdes epiteliais recorrentes provocariam morte de CEA1 com
consequente proliferacdo de CEA2 que, incapazes de se diferenciar em CEA1,
promoveriam a cobertura ineficaz da lamina basal desprovida de epitélio, o que, por sua
vez, causaria liberacdo de fatores pro-fibréticos com consequente recrutamento de
fibroblastos, dando origem ao desenvolvimento e estabelecimento de focos fibréticos,

caracteristicos da doenca (Barkauskas, Noble, 2014).

1.4. Tratamentos

Os tratamentos disponiveis na atualidade baseiam-se em drogas que apresentam
atividade antifibrotica e/ou imunossupressora. Essas abordagens terapéuticas, no
entanto, representam apenas medidas paliativas, uma vez que néo se verifica remisséo

completa ou mesmo parcial do quadro patologico instalado (Moeller et al., 2008). Na
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tentativa de conter o processo inflamatério, varias drogas imunossupressoras (azatioprina
e corticosteroides) e antineoplasicas tém sido empregadas durante o tratamento de
pacientes com FP (Gross, Hunninghake, 2001; Raghu et al., 2012). Apesar de néao
modificarem o desfecho da doenca, os tratamentos tém promovido a atenuacédo dos
sintomas, o que tem refletido positivamente na qualidade de vida dos pacientes.
Resultados terapéuticos semelhantes foram obtidos com terapias antifibréticas, baseadas
na supressao da sintese de matriz extracelular e proliferacdo de fibroblastos (King et al.,
2014).

Apesar dos avancgos no arsenal terapéutico, ndo se logrou até o presente, um
tratamento clinico curativo que ndo seja apenas paliativo, com melhora na qualidade de
vida dos pacientes. Neste contexto, a terapia com células-tronco adultas desponta como
alternativa promissora no tratamento da fibrose pulmonar, bem como outras patologias
pulmonares de carater obstrutivo (Ribeiro-Paes et al., 2011; Tzouvelekis et al., 2011; de

Faria et al., 2012; Longhini-dos Santos et al., 2013; Ribeiro-Paes et al., 2014).

1.5. Células-tronco

Células-tronco séo células indiferenciadas com capacidade de autorrenovagéo e
diferenciagédo em tipos celulares especializados (NIH, 2001; Melton, Cowan, 2004). As
células-tronco podem ser classificadas quanto ao tipo e ao potencial de diferenciagéo.
Quanto ao tipo, podem ser classificadas em embrionarias e adultas. Quanto ao potencial
de diferenciagao podem ser:

Totipotentes: capazes de originar todos os tipos celulares de um organismo adulto,
inclusive os anexos embrionarios. As células-tronco totipotentes séo representadas pelo
zigoto e por células resultantes dos primeiros estagios de divisdo do embrido.

Pluripotentes: sédo células-tronco isoladas a partir da massa celular interna do
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embrido na fase de blastocisto e possuem a capacidade de originar todos os tecidos do
adulto, com exceg¢do dos anexos embrionarios e placenta.

Multipotentes: possuem um potencial de diferenciagcdo mais limitado, restrito aos
tipos celulares presentes no tecido do qual se originaram. O prot6tipo de célula-tronco
multipotente é representado pelas células-tronco hematopoéticas.

Unipotentes: sdo células-tronco capazes de originar apenas um tipo celular de um

unico folheto embrionario como, por exemplo, as espermatogdnias.

1.5.1. Células-tronco Embrionarias

As células-tronco embrionarias (CTE) correspondem as células da massa celular
interna do embrido na fase de blastocisto, expressando, portanto, um amplo potencial de
diferenciacédo. Quando mantidas em condi¢cdes adequadas de cultura, as CTE podem se
replicar por longos periodos, sem prejuizo da pluripoténcia (Huang et al., 2015). Essas
caracteristicas tém sido alvo de inumeros estudos desde 1981, quando foram
pioneiramente isoladas de embrides murinos, por dois grupos independentes de
pesquisadores (Evans, Kaufman, 1981; Martin, 1981).

Apesar do grande potencial de diferenciacdo das CTE, o uso em terapia celular é
limitado em func¢éo de dois aspectos principais. Um aspecto de ordem técnica decorre da
prépria capacidade inerente da pluripoténcia das CTE, como decorréncia do seu grande
potencial de diferenciacdao, podendo originar, no organismo receptor, teratomas ou
teratocarcinomas. Além das implicagées de ordem técnica, o emprego de CTE em terapia
celular encontra restricbes de ordem ética e religiosa, uma vez que envolve a retirada de
células de embrides em estagio de blastocisto. Em funcdo destas limitagdes, as células-
tronco adultas representam uma alternativa ao uso de embrides, além de possuirem

caracteristicas que as tornam potencialmente promissoras em terapia celular.
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1.5.2. Células-tronco Adultas

Células-tronco adultas sao células indiferenciadas presentes em tecidos
especializados, com capacidade de autorrenovagdo e potencial de diferenciagdo
multipotente, restrito aos tipos celulares do tecido do qual se originaram (NIH, 2001).

As células-tronco adultas estdo presentes em uma ampla gama de tecidos, onde
desempenham importante papel na manutengdo da homeostase e na regeneragéo
tecidual apés leséo (Zago, Covas, 2006). Apesar da possibilidade de isolamento a partir
do embrido apos a formagdo dos 3 folhetos embrionarios, as células-tronco adultas tém
sido obtidas, preferencialmente, de individuos adultos, o que tem evitado implicacdes
éticas e religiosas.

De acordo com o tecido de origem, as células-tronco adultas apresentam algumas
especificidades e por isso s&o divididas em grupos distintos. Dentre os grupos mais
estudados destacam-se Células-tronco Hematopoéticas (CTH) e Células-tronco
Mesenquimais (CTM).

As CTH tém sido classicamente obtidas da medula 6ssea e sangue periférico -
embora em menor quantidade - e apresentam potencial de diferenciagdo restrito a
linhagem sanguinea (Anasetti et al., 2012). As Células-tronco Hematopoéticas
representam o protétipo de célula-tronco adulta, sendo uma das mais estudadas,
documentadas e empregadas em protocolos clinicos junto ao “pool” de células
mononucleares da medula éssea (BMMC).

Além das CTH, o “pool” de BMMC, obtido apds o processamento da medula éssea,
também engloba um grupo heterogéneo de células, contendo tanto células
indiferenciadas, representadas por uma rara populacdo de células-tronco mesenquimais,
quanto células diferenciadas, como células endoteliais e linfocitos (Zago, Covas, 2006).

Os trabalhos de James Till, iniciados na década de 50 do século passado,
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forneceram resultados fundamentais para o estabelecimento do conceito de célula-tronco.
Os autores mostraram, em camundongos letalmente irradiados, o reestabelecimento da
hematopoese apos transplante de medula 6ssea proveniente de doadores singénicos. As
observagdes oriundas desse trabalho representaram a base para a compreenséo acerca
das propriedades de autorrenovacgédo e diferenciagdo das CTH, investigadas em estudos
posteriores.

Células-tronco mesenquimais (CTM) constituem uma subpopulagédo de células
estromais ndo-hematopoéticas, de aspecto fibroblastéide, com nudcleo central e
citoplasma abundante (Shi et al., 2012). As CTM foram pioneiramente isoladas por
Friedenstein, em 1966, que constatou a presenca de uma pequena porgéo de células
aderentes com aspecto fusiforme apos o cultivo de células oriundas da medula éssea. No
ambiente medular, as CTM constituem uma pequena populagéo, correspondente a cerca
de 0,01 a 0,0001% do total de células nucleadas e atuam dando suporte a hematopoese
(Bydlowski et al., 2009).

Em relagdo ao potencial de diferenciagcéo, as CTM sao consideradas multipotentes,
podendo diferenciar-se em células da linhagem mesodérmica. CTM possuem
caracteristicas que as tornam potencialmente atraentes em terapia celular. Além de mais
facilmente obtidas, apresentam baixa expressao de antigenos de histocompatibilidade —
HLA - tipo | e praticamente n&o apresentam HLA - tipo Il, o que permite sua utilizacédo em
transplantes alogénicos e, até mesmo, xenogénicos, com probabilidade minima de
rejeicao tecidual (Shi et al., 2011). Através da secrecdo de fatores de crescimento e outras
citocinas, as CTM apresentam importante papel na proliferacdo celular e indugado da
angiogénese tecidual. Além disso, sdo conhecidas por possuir propriedades
antiapoptéticas, anti-inflamatérias e imunomodulatérias (Murphy et al., 2013).

De acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular (/nternational Society
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for Cellular Therapy — ISCT), para que uma célula-tronco seja considerada mesenquimal
deve obedecer a 3 critérios minimos: (1) capacidade de aderéncia ao plastico em cultura;
(2) expressao positiva (= 95%) para os marcadores de superficie: CD73, CD90 e CD105 e
expressao negativa (< 2%) para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a OU CD19 e HLA-
DR e, por fim (3) potencial de diferenciacao adipogénica, osteogénica e condrogénica em
meio condicionado (Horwitz et al., 2005; Dominici et al., 2006).

As células-tronco mesenquimais podem ser obtidas a partir de uma ampla gama de
tecidos adultos. Em 1964, Martin Rodbell, ao estudar o tecido adiposo de ratos Wistar em
relacdo a lipdlise e metabolismo de glicose, mostrou a possibilidade de isolamento de
uma fracdo vascular estromal a partir do emprego de colagenase durante o
processamento tecidual. Com base no trabalho de Rodbell, Patricia Zuk, em 2001, obteve
pioneiramente o isolamento de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano.

Embora a medula 6ssea tenha sido a primeira e classica fonte para o isolamento
de CTM, o tecido adiposo vem se constituindo, mais recentemente, como uma importante
fonte para obtencdo deste tipo celular, o que tem permitido grandes avangos nos
conhecimentos sobre aspectos basicos e aplicagbes terapéuticas. Entre as propriedades
que conferem vantagem ao tecido adiposo como fonte de CTM vale destacar: facilidade
de obtencdo e quantidade abundante de material, além de constituir material de descarte
em clinicas de cirurgia plastica.

N&o ha, no entanto, nenhum registro prévio na literatura com emprego de tecido
adiposo humano como fonte para isolamento de células-tronco mesenquimais e posterior
emprego destas células para terapia celular em modelo experimental de fibrose pulmonar.
N&o ha também nenhum trabalho anteriormente descrito que empregue uma associagéo
de células-tronco hematopoéticas e células-tronco mesenquimais como alternativa

terapéutica para a fibrose pulmonar. Considerando estes aspectos, objetivou-se com este
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trabalho, de forma inédita e pioneira, o emprego de terapia celular com células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (CTMTA) em associagéo ao “pool” de
células mononucleares da medula 6ssea em modelo experimental de fibrose pulmonar

induzida por instilagdo intratraqueal de bleomicina em ratos Wistar.

1. 6. Objetivos

1.6.1. Objetivo Geral

e Avaliar o emprego de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano e
células mononucleares da medula 6ssea alogénicas, individualmente ou em
associagcao de ambos os tipos celulares, como uma nova alternativa terapéutica em

modelo experimental de fibrose pulmonar.

1.6.2. Objetivos Especificos

e Padronizar, nas condi¢des do laboratorio, um modelo animal de fibrose pulmonar
por instilagc&o intratraqueal de bleomicina;

e Avaliar a influéncia da fibrose pulmonar, bem como da terapia celular no ganho de
peso dos animais;

e Avaliar o efeito da terapéutica com células-tronco no desenvolvimento
fisiopatologico e sobrevida dos animais (ratos Wistar) instilados com bleomicina;

e Realizar anélises histolégicas de tecido pulmonar como forma de comprovar a
ocorréncia de fibrose e eventual melhora do quadro histopatolégico dos animais

tratados e controle;

e Avaliar a ventilagdo pulmonar basal nos animais dos grupos experimentais e

controle.
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Resumo
Obijetivo: Avaliar a eficacia da terapia celular com células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo e “pool” de células mononucleares da medula 6ssea em modelo experimental de
fibrose pulmonar. Métodos: Foram utilizados 36 ratos Wistar divididos em 6 grupos. O
grupo controle recebeu instilagdo intratraqueal de tampéo fosfato. Cinco grupos foram
instilados com bleomicina (2U/animal) e ap6s 14 dias, submetidos ou n&o a diferentes
tratamentos utilizando células mononucleares da medula dssea e células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo, isoladas ou em conjunto, sendo que um grupo recebeu
tratamento placebo com tampé&o fosfato. Apds 28 dias da instilagdo de bleomicina, os
animais foram submetidos a testes de ventilacdo basal e, apds eutanasia, o lavado
broncoalveolar foi coletado e os pulmdes extraidos para analises histolégicas. Resultados:
A analise histologica evidenciou o desenvolvimento de fibrose nos animais instilados com
bleomicina (p<0,0001) e remissdo do quadro fibrético nos animais submetidos ao
tratamento, independentemente do tipo celular utilizado (p<0,001). A ventilagdo basal
revelou a presenca de esforco respiratério nos animais instilados com bleomicina
(p=0,0260), porém nenhum tipo de terapia foi capaz de reverter esse quadro. Ndo houve
diferenga significativa entre o perfil de leucocitos encontrados no lavado broncoalveolar
dos animais sadios e doentes, entretanto a terapia com CTMTA promoveu a redugao da
porcentagem de linfécitos e o aumento de macréfagos nos animais instilados com
bleomicina. Conclusées: Todos os tratamentos com células-tronco promoveram resultados
semelhantes quanto a remissdo do quadro de fibrose pulmonar instalado, ndo havendo
diferencgas significativas entre os tratamentos com BMMC e CTMTA, de modo isolado ou

em associagao.

Palavras-chave: Fibrose Pulmonar; Terapia Celular; Células Mononucleares da Medula

Ossea; Células-tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo.
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Abstract
Objective: Evaluate cell therapy efficacy with human adipose tissue-derived stem cells and
pool bone marrow mononuclear cells in an experimental model of pulmonary fibrosis.
Methods: The disease was induced in 4 groups of Wistar rats (n = 6) by intratracheal
bleomycin (2U / animal). 14 days after instillation, each group was subjected to a specific
treatment BMMC and CTMTA, isolated or combined mode, while a fourth group was
treated with phosphate buffer. The control group was instilled and treated with phosphate
buffer. After 28 days the bleomycin instillation, the animals were subjected to ventilation
baseline testing and following euthanasia, bronchoalveolar lavage was collected and lungs
removed for histological analysis. Tissues were stained with hematoxylin and eosin and
Mallory Trichrome, specific to collagen fibers. Results: Histological analysis showed the
development of the disease in animals instilled with bleomycin and untreated (p<0,0001),
as well as improvement in the fibrotic framework of animals treated with cell therapy
(p<0,001). The basal ventilation revealed the presence of respiratory effort in animals
instilled with bleomycin (p=0,0260), submitted or not to therapy, but more experiments are
needed to confirm this hypothesis. Conclusions: All treatments stem cells promoted, with
similary results, the remission of pulmonary fibrosis framework installed (p<0,001), no
significant differences between treatments with BMMC and CTMTA, in isolation or

together.

Keywords: Pulmonary Fibrosis; Cell Therapy; Bone Marrow Mononuclear Cells; Adipose

Tissue-Derived Stem Cells.
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2.1. INTRODUGAO

A Fibrose Pulmonar (FP), também denominada de Alveolite Fibrosante, € uma
pneumopatia crénica e irreversivel que acomete o tecido pulmonar promovendo, por meio
de estimulos ainda n&o completamente compreendidos, a deposi¢cao de tecido fibroso
cicatricial e consequente remodelamento da arquitetura pulmonar (1, 2). O avango do
quadro clinico envolve um deficit gradual da capacidade pulmonar, acompanhado de
tosse néo produtiva e dispneia (3).

Embora ndo haja um unico fator causal para o desenvolvimento da FP e a etiologia
permanec¢a ainda pouco compreendida, admite-se que a patogénese envolva exposi¢ao a
fatores de risco ambientais e/ou ocupacionais associados a suscetibilidade genética do
individuo (4). Os principais fatores de risco envolvem tabagismo crénico e exposi¢cao a
residuos oriundos da construgéo civil, como silica, aco, latdo, chumbo e pé de madeira (5,
6). Ha maior prevaléncia entre individuos do sexo masculino, acima dos 50 anos de idade,
uma vez que correspondem a maior parcela dentre os trabalhadores relacionados as
profissdes de risco (7).

Varios estudos com modelos animais vém sendo realizados com o objetivo de
elucidar os mecanismos fisiopatolégicos que culminam na formacao de tecido fibroso. O
modelo experimental mais comumente utilizado baseia-se na toxicidade dose dependente
da bleomicina (BLM), um antibiético com propriedades quimioterapicas extraido da
bactéria Streptomyces verticillus, em 1967, por Umezawa e colaboradores (8).

Apesar dos avangos no arsenal terapéutico, ndo se logrou até o presente, um
tratamento clinico curativo que nao seja apenas paliativo, com melhora na qualidade de
vida dos pacientes. Neste contexto, a terapia com células-tronco adultas desponta como
alternativa promissora no tratamento da fibrose pulmonar, bem como outras patologias

pulmonares de carater obstrutivo (9-13).
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Células-tronco séo células indiferenciadas com capacidade de autorrenovagéo e
diferenciacéo em tipos celulares especializados (14, 15). Quanto ao tipo, as células-tronco
séo classificadas em embrionarias (CTE) e adultas (CTA). As primeiras sédo representadas
por células da massa celular interno do blastocisto e possuem amplo potencial de
diferenciagcdo. As CTA, por sua vez, estao presentes em tecidos adultos, ap6s a formagao
dos 3 folhetos embrionarios e possuem potencial de diferenciagdo mais restrito em
comparagdo as CTE, podendo se diferenciar nos tipos celulares do tecido do qual se
originaram (15). Dentre as células-tronco adultas mais estudadas destacam-se: Células-
tronco Hematopoéticas (CTH) e Células-tronco Mesenquimais (CTM).

A CTH representa o protdtipo de célula-tronco adulta, sendo uma das mais
estudadas, documentadas e empregadas em protocolos clinicos junto ao “pool” de células
mononucleares da medula 6ssea (BMMC). As CTH podem se diferenciar dando origem
aos elementos figurados do sangue, além de possuir a capacidade de reestabelecer a
hematopoese em animais letalmente irradiados, o que evidencia o importante papel
destas células no desenvolvimento e homeostase do tecido sanguineo (16, 17).

Células-tronco Mesenquimais s&o células multipotentes com capacidade de
diferenciagcéo restrita ao tecido mesodérmico (15, 16). As CTM foram pioneiramente
isoladas e estudadas por Friedenstein e colaboradores com os trabalhos realizados nas
décadas de 60 e 70 do século passado e foram inicialmente denominadas de Unidades
Formadoras de Colbnicas de Fibroblastos — CFU (18, 19, 20).

As CTM apresentam uma série de propriedades que as tornam atraentes em
terapia celular. Entre essas propriedades destaca-se a baixa expressao de antigenos de
histocompatibilidade, o que permite a utilizacdo em transplantes alogénicos e, até mesmo,
xenogénicos, com probabilidade minima de rejeicédo tecidual (21). Além disso, secretam

fatores de crescimento e outras citocinas, que desempenham importante papel na
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proliferacéo celular e inducdo da angiogénese tecidual, além de possuirem propriedades
antiapoptéticas, anti-inflamatérias e imunomodulatérias (22).

Em 2001, Patricia Zuk, embasada no trabalho prévio de Martin Rodbell, publicado
em 1964, utilizou, de forma pioneira, colagenase para isolamento de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo humano (23, 24). O emprego de tecido adiposo
representou um grande avang¢o no conhecimento sobre aspectos basicos e aplicados das
CTM. Ha uma série de vantagens decorrentes do emprego do tecido adiposo como fonte
de CTM, entre as quais vale citar: quantidade abundante de material e facilidade de
obtencédo, por meio de procedimentos pouco invasivos.

N&o ha, no entanto, nenhum registro prévio na literatura do emprego de tecido
adiposo humano como fonte para isolamento de células-tronco mesenquimais e posterior
emprego destas células para terapia celular em modelo experimental de fibrose pulmonar.
N&o ha também nenhum trabalho anteriormente descrito que empregue uma associagéo
de células-tronco hematopoéticas e células-tronco mesenquimais como alternativa
terapéutica para a fibrose pulmonar.

Considerando estes aspectos, objetivou-se com este trabalho, de forma inédita e
pioneira, o emprego de terapia celular com células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo humano (CTMTA) em associagéo ao “pool” de células mononucleares da
medula 6ssea em modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por instilacdo

intratraqueal de bleomicina em ratos Wistar.

2.2. Metodologia
2.2.1. Animais
Foram utilizados 42 ratos saudaveis da linhagem Wistar, com idade aproximada de

8 semanas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Botucatu
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(Unesp) e foram acomodados no biotério da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis,
onde foram mantidos em caixas forradas com maravalha, em sala com temperatura
(22°C) e luminosidade controladas (ciclo Claro/Escuro de 12/12h), com luzes acesas as
7:00h e apagadas as 19:00h. Os animais receberam dieta sélida e agua filtrada ad libitum
durante todo o procedimento experimental, realizado em conformidade com os aspectos
éticos do Comité de Pesquisa Animal (CEUA) da FCL, UNESP — Assis (registro n°

002/2015).

2.2.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos (n=6), constituidos de acordo com a tabela
1. Assim sendo, Grupo CTL: animais instilados com tampé&o fosfato (PBS). Grupo BLM:
animais instilados com sulfato de bleomicina (BLM). Grupo BLM+PBS: animais instilados
com BLM e tratados com PBS. Grupo BLM+BMMC: animais instilados com BLM e
tratados com o “pool” de células mononucleares da medula éssea alogénicas (BMMC).
Grupo BLM+CTMTA: animais instilados com BLM e tratados com células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo humano (CTMTA). Grupo BLM+BMMC+CTMTA: animais

instilados com BLM e tratados com infusdo concomitante de BMMC e CTMTA.
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Tabela 1. Grupos experimentais

o . ~ . .
Grupo a:im‘:ﬁs insgll:gﬁo i?gt?lg:: Tratgrl:ento Tratamento infundido Eutg:?ésia
CTL 6 0 PBS - 28
BLM 6 0 Bleomicina 14 28
BLM+PBS 6 0 Bleomicina 14 PBS 28
BLM+BMMC 6 0 Bleomicina 14 BMMC 28
BLM+CTMTA 6 0 Bleomicina 14 CTMTA 28
BLM+BMMC+CTMTA 6 0 Bleomicina 14 BMMC+CTMTA 28

Legenda: CTL= controle; PBS = tampéao fostato; BLM = bleomicina; BMMC = “pool” de células

mononucleares da medula 6ssea; CTMTA = células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano.

2.2.3. Monitoramento do ganho de peso dos animais

O monitoramento do peso dos animais foi realizado com o intuito de avaliar o efeito
da inducéo da fibrose pulmonar e da terapia celular sobre o ganho de peso. Para tanto, os
animais foram pesados em 3 periodos ao longo do experimento, assim sendo: Dia O - dia
da instilagdo da bleomicina, Dia 14 - dia da infusao de células para a terapia celular e, por

fim, no Dia 28 - dia da eutanasia.

2.2.4. Indugao da fibrose pulmonar

Os animais foram anestesiados com 70 mg/kg de Ketamina (Dopalen, Sespo, Séo
Paulo, Brasil) combinados com 7 mg/kg de Xilasina (Anasedan, Sespo, Sdo Paulo, Brasil)
e, posteriormente, submetidos a uma microcirurgia na regido cervical para exposi¢céo da
traqueia. Com o auxilio de uma seringa, foram instilados 2U de sulfato de bleomicina
(BONAR, Biossintética, Sdo Paulo, Brasil) diluidos em 100 uL de solugéo fisioldégica. Apds
a instilagdo, os animais foram encaminhados para o biotério da UNESP, Campus de

Assis, onde ficaram alojados até o momento da intervencdo terapéutica. O dia da
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instilagdo intratraqueal de bleomicina foi adotado como dia “0”. Durante o periodo pés-

operatorio os animais receberam agua contendo analgésico.

2.2.5. Obtencao das células para a terapia celular

2.2.5.1. Obtencéo do “pool” de células mononucleares da medula-6ssea

As células foram obtidas de 6 machos Wistar — que néo faziam parte de nenhum
dos grupos experimentais - sendo 3 animais para o grupo BLM+BMMC e 2 para o grupo
BLM+BMMC+CTMTA, e administradas no mesmo dia da coleta. Os animais foram
eutanasiados via dose letal de 100 mg/Kg de tiopental soédico (Thiopentax, Cristalia, Sdo
Paulo, Brasil) e tiveram fémures e tibias extraidos. Em seguida, as epifises foram
cortadas e a medula éssea extraida por “flushing”, com o auxilio de uma seringa contendo
meio de cultura. A suspensao celular foi homogeneizada em meio “Dulbecco's Modified
Eagle's Médium” - DMEM (LGC, Sao Paulo, Brasil), suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (Gibco, New York, USA) e 1% de antibi6tico e antimicotico. A seguir, as
células foram centrifugadas a 800 g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
“pellet” ressuspendido em meio de cultura e tampéao fosfato (PBS, pH 7,4) na proporgéao
de 1:1. As células foram separadas por densidade em gradiente de Ficoll (Sigma, Séo
Paulo, Brasil) a 50%. Para tanto, a suspensao celular resultante da diluicdo em meio de
cultura e PBS foi adicionada a tubo de centrifuga — Falcon (Sarstedt, Numbrecht,
Germany) contendo 2 mL de Ficoll (Sigma). A suspenséo foi centrifugada a 700 g por 30
minutos. Ao final da centrifugacéo, o concentrado de células mononucleares da medula
6ssea, presente na interface do meio de cultura com o Ficoll, foi recolhido e lavado 3
vezes em solucdo de PBS. A concentragdo celular foi determinada em cémara
hematimétrica de Neubauer. Posteriormente, as células obtidas foram diluidas em PBS

para uma concentragéo final de 10° células/mL.
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2.2.5.2. Obtencdo e desinfeccio das células-tronco de tecido adiposo_humano

O tecido adiposo, utilizado como fonte de células-tronco mesenquimais humanas,
foi obtido de doadores saudaveis que submeteram-se a dermoleptomia abdominal e
recolhido em clinicas de cirurgia plastica na cidade de Assis, estado de Sdo Paulo, em
conformidade com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP - Plataforma Brasil, sob o CAAE
n® 43038915.0.0000.5401. Cerca de 10 g do tecido adiposo foi mantido em PBS
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco) e 1% de antibiético — antimicético

(Gibco, New York, USA), a 4°C durante aproximadamente uma hora para desinfecgao.

2.2.5.3. Isolamento e cultura das células-tronco de tecido adiposo humano

Posteriormente ao processo de desinfecc¢ao, o tecido adiposo foi coletado em placa
de Petri e fragmentado com auxilio de pinga e bisturi para aumentar a superficie de
contato para a agéo da colagenase. Em seguida, o tecido foi coletado em tubo Falcon de
50 mL contendo colagenase (Gibco, New York, EUA) a 0,075%, na proporcao de 1:1 e
seguiu para Banho Maria a 37° C, por 30 min. Em seguida, para neutralizar a agdo da
colagenase, adicionou-se ao tubo a mesma quantidade em meio de cultura DMEM e,
entdo, o material foi centrifugado a 800 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o “pellet” ressuspendido em 1 mL de tampao de lise e encubado em gelo por 10
minutos. Em seguida, acrescentou-se ao tubo 10 mL de PBS. A solu¢do foi novamente
centrifugada por 10 minutos, a 800 g. Em seguida, o “pellet” foi ressuspendido em 1 mL
de meio de cultura e filtrado em filtro de 70 uym (CellStrainer - BD Falcon™, New Jersey,
USA) para a separacao de adipocitos maduros e debris celulares. Uma aliquota de 10 uL
foi retirada para contagem em camara de Neubauer e mensuragéo da viabilidade celular

com Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Apds a contagem, as células foram
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semeadas em garrafas de cultura de 25 cm? a uma concentragdo de 1x10° células/cm?, na
presenca de meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de
antibidtico/antimicotico. Em seguida, as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5%
de CO.. A primeira troca do meio de cultura ocorreu ap6s 48 horas, assim como as trocas
subsequentes. Ao atingirem aproximadamente 80% de confluéncia da superficie das
garrafas de cultura, as células foram dissociadas com a utilizagéo de Tripsina (Gibco, New
York, EUA), durante 5 minutos. A reagéo foi interrompida com adicdo de meio de cultura,
suplementado com SBF. A suspenséo celular foi semeada em novos frascos de cultura
(primeira passagem) para proliferacdo. A cultura de células foi mantida até a quinta

passagem.

2.2.6. Caracterizagao e validagcao das células-tronco mesenquimais de tecido

adiposo humano - Diferenciagao celular in vitro.

Para induzir a diferenciagdo, as CTMTA foram semeadas a uma concentragéo de
1x10° células/cm? e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de
antibiético — antimicético, até atingirem uma confluéncia de 60-80%. Apo6s a proliferagéo,
as células foram cultivadas para diferenciagéo adipogénica, condrogénica e osteogénica,
empregando-se o kit de diferenciacdo StemPro (Gibco, New York, USA), sendo o cultivo
por 7 dias (adipogénica), 14 dias (condrogénica) e 21 dias (osteogénica), segundo o
protocolo descrito pelo fabricante. A diferenciacao adipogénica foi confirmada pela analise
da coloragédo com Oil Red O (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Para a confirmacéo da
diferenciacédo condrogénica, empregou-se a analise apds coloracdo com Alcian Blue
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA). A diferenciagcao osteogénica, por fim, foi confirmada pela

analise da coloragédo com Alizarin Red S (Sigma-Aldrich, Missouri, USA).
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2.2.7. Infusao de células-tronco

A infusdo das células foi realizada pela veia peniana no 14° dia apés a instilagdo
intratraqueal de bleomicina. Antes da infusdo das células os animais foram anestesiados
com Ketamina e Xilasina (Sespo). Cada um dos animais dos grupos BLM+BMMC e
BLM+CTMTA, recebeu infusdo de 100 uL de PBS contendo 10° células mononucleares da
medula 6ssea ou 10° células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano,
respectivamente. O grupo BLM+BMMC+CTMTA, da mesma forma, recebeu 100 pL de
PBS contendo 5 x 10° do “pool” de células mononucleares e 5 x 10° células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo humano, num total de 1 x 10° células por animal.
Adicionalmente, o grupo BLM+PBS recebeu infusdo de 100 uL de PBS, também por veia

peniana.

2.2 8. Medidas de Ventilagao Pulmonar

As medidas de ventilacdo pulmonar foram obtidas pelo método de pletismografia
de corpo inteiro adaptado para pequenos animais (25). Nesse meétodo, o animal é
colocado em uma camara rigida de acrilico semiaberta que permite livre movimentagao.
Ap6s um periodo de aclimatagdo (~40 min) a camara de pletismografia é vedada a
entrada de gases permitindo o registro da ventilagdo pulmonar por ~1 minuto. Os sinais
gerados no interior da cadmara rigida sao ocasionados pela diferenca de temperatura entre
0 gas inspirado (25°C) e o gas expirado (37°C) pelo animal. Essas pequenas oscilagbes
pressoéricas no interior da caixa de pletismografia foram captadas por um espirbmetro
(ADInstruments Mod. ML-141), permitindo o registro de duas variaveis respiratorias, a
frequiéncia respiratoria (fR, Resp.min™) e o volume corrente (VC, mL.Kg™), sendo a ultima

variavel calculada pela seguinte férmula:
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(AP)T Ta PB - PaH20
VT =VK - . .
(AP)K Ta’ (PB - PaH20) — Ta/TL (PB — PLH20)
Onde:

V7 volume corrente Ta’: temperatura do interior da cdmara

Vk: volume da calibragdo T.: temperatura pulmonar

(AP)+: registro da ventilagao Ps: pressdo barométrica

(AP)k: registro da calibragao Panzo: pressao de vapor d’agua

Ta: temperatura ambiente PL20: pressao de vapor d’agua no pulmao

O sistema foi calibrado com ar por meio de uma seringa de 1 ml e a Ventilacdo

Pulmonar (VE, mL.min"".Kg™") foi calculada pelo produto entre fR e VC.

2.2.9. Coleta e analise do Lavado Broncoalveolar

Para a coleta do lavado broncoalveolar (LBA), os animais foram eutanasiados com
dose letal de Thiopentax (100mg/Kg) intraperitoneal. Com o auxilio de um cateter
intravenoso Angiocath 20G x 1.16" 1,1 x 30 mm (Becton Dickinson, Minas Gerais, Brasil)
inserido na traqueia do animal, o pulmao foi lavado por duas vezes com 1,5 mL de soro
fisiolégico 0,9% a cada vez. O material coletado foi centrifugado a 800 g, durante 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido em 0.3 mL de PBS
para a contagem diferencial de células inflamatérias em camara hematimétrica de

Neubauer, considerando-se linfocitos, macréfagos e neutrofilos.
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2.2.10. Analise histolégica

2.2.10.1. Fixacédo do tecido pulmonar e coloracdo com hematoxilina-eosina

Apés a coleta do LBA os animais foram imobilizados e submetidos a procedimento
cirurgico para a extracao dos pulmdes. Logo apds a extragéo, os 6rgaos foram insuflados
com pressdo positiva constante de 20 cm de solugdo 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). Os pulmdes foram submetidos a rotina histologica e
incluidos em parafina. As laminas foram confeccionadas com cortes de 5 pym de
espessura, sendo 2 lAminas por animal. Uma das laminas foi corada em Hematoxilina e
Eosina (HE), enquanto a outra seguiu para a coloragdo em Tricromico de Mallory,

especifica para fibras colagenas.

Para a mensuracdo da espessura das fibras colagenas presentes no parénquima
pulmonar dos animais, 6 regides bronquiolocéntricas aleatérias em dois cortes teciduais
(n=6) corados em Tricrémico de Mallory, foram analisadas por animal, em um total de 72
medidas por grupo. As medidas foram realizadas utilizando-se do software AxionVison

Rel. 4.7.

2.2.11. Analises Estatisticas

Para as analises referentes ao lavado broncoalveolar, ventilagao basal, morfometria
e variagdo de peso entre dois grupos de animais, foi empregado o teste estatistico de
Mann Whitney, para dados n&o paramétricos. Para estabelecer a comparagao entre os
demais grupos experimentais em relacdo as mesmas variaveis, empregou-se o teste de

Kruskall Wallis, seguido da analise post hoc de Dunn.
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2.3. Resultados

2.3.1. Variacdo de peso nos animais

O monitoramento do peso dos animais foi realizado em 3 momentos distintos. A
primeira pesagem foi realizada no dia da instilagédo da bleomicina (Dia 0), a segunda foi
realizada no dia da intervencado terapéutica (Dia 14) e a ultima pesagem, no dia da
eutanasia (Dia 28). De acordo com os resultados, apresentados na figura 1, ndo houve
diferencas significativas (p=0,0649) no ganho de peso dos animais instilados com
bleomicina (BLM+PBS, BLM+BMMC, BLM+CTMTA e BLM+BMMC+CTMTA) em relagéo
aqueles instilados com PBS (CTL), no periodo que se estende do dia 0 ao dia 14 (DO-
D14). Apés a intervencao terapéutica (D14-D28), o ganho de peso foi mais expressivo
(p<0,001) no grupo que recebeu infusdo de células mononucleares da medula 6ssea
(grupo BLM+BMMC) em relagdo aos animais tratados com PBS (BLM+PBS). Resultados
similares foram encontrados na analise comparativa entre os demais grupos tratados com
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano (BLM+CTMTA), isoladas ou em
associagdo as BMMC (BLM+BMMC+CTMTA), que também apresentaram maior ganho de

peso (p<0,05) em relagdo aos animais do grupo BLM+PBS (Figura 1, B).
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Figura 1. Variagdo no ganho de peso entre os grupos experimentais ao longo de 28 dias (n=6).
A pesagem dos animais foi realizada em trés momentos distintos: no dia da instilagdo de
bleomicina (Dia 0), no dia do tratamento (Dia 14) e no dia da eutanasia (Dia 28). A. Variagdo de
peso dos animais no periodo D0-D14 (p=0.649, Mann-Whitney). B. Variagdo de peso dos
animais no periodo D14-D28 (p<0.05, Kruskal Wallis).

2.3.2. Andlise Histologica

A fim de se avaliar a eficdcia na inducao da fibrose pulmonar por instilacao
intratraqueal de bleomicina, foram realizadas analises histoldgicas do tecido e coloragéo
com Hematoxilina-Eosina, além da coloragdo especifica em Tricrdmico de Mallory, para
fibras colagenas. Conforme se verifica na Figura 2, a estrutura do parénquima pulmonar
dos animais do grupo controle (CTL), animais que foram instilados com PBS e néao
sofreram nenhum tipo de intervencdo terapéutica, apresenta, em diferentes aumentos,
estruturas alveolares com paredes e limen bem definidos (Fig. 2, A e B) e auséncia de
infiltrados inflamatorios, caracterizando um aspecto morfolégico compativel com a
normalidade. A analise histolégica do grupo experimental instilado com bleomicina (BLM),
evidencia, apds 28 dias da instilacdo, areas de intensa deposi¢cdo de matriz extracelular
fibrética, caracterizada pelo espessamento dos septos alveolares e remodelamento da

arquitetura pulmonar, com distribuicao aleatéria de focos fibroticos ao longo do
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parénquima. Adicionalmente, no grupo BLM, foi constatado o desenvolvimento de fibrose

em regides subpleurais e bronquiolocéntricas (Fig. 2, seta).
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Figura 2. Aspecto histolégico do parénquima pulmonar corado com Hematoxilia-Eosina e Tricromico de
Mallory nos grupos CTL: animais instilados com tampé&o fosfato e BLM: animais instilados com bleomicina.
A. Parénquima pulmonar compativel com a normalidade (grupo CTL, hematoxilina-eosina, 50x). B. Aspecto
pulmonar compativel com a normalidade (grupo CTL, hematoxilina-eosina, 400x). Bronquiolos pulmonares
com finas camadas de fibras colagenas ao entorno (grupo BLM, tricromico de mallory, 5x). D. Achado
histolégico de fibrose subpleural (grupo BLM, seta, 5x) E. Alvéolos pulmonares com espessamento septal
(grupo CTL, hematoxilina-eosina, 40x). F. Regides bronquiolocéntricas acometidas por fibrose pulmonar
(grupo BLM, tricrébmico de mallory, 5x). G. Comparagao grafica entre a morfometria de fibras colagenas dos
grupos CTL e BLM.

Para confirmar o estabelecimento da fibrose, foram também realizadas medidas
referentes a espessura da camada de fibras colagenas presentes ao redor dos
bronquiolos em cada um dos grupos experimentais. A comparagédo entre os resultados
obtidos com os grupos CTL e BLM indicou diferenca estatisticamente significativa, com
p<0,0001, sendo que a média da espessura das camadas fibroticas bronquiolocéntricas
do grupo BLM foi cerca de 100 vezes maior em relagédo a média do grupo CTL (Figura 2,

G).

Apo6s a confirmacdo do desenvolvimento da fibrose nos animais instilados com
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bleomicina, a mesma metodologia foi usada para induzir a doenga nos grupos que
receberiam tratamento com células-tronco. A infusdo das células foi realizada no 14° dia
apés a instilagao de bleomicina e as analises histologicas no 28° dia. Verifica-se, na
Figura 3 (F), grupo CTL, a presenca de uma fina camada de fibras colagenas, em azul, no
entorno dos bronquiolos. Em contrapartida, no grupo BLM+PBS (Fig. 3, G), ha intensa
deposigéo de fibras colagenas, marcada pela presenca de espessas camadas em regides
bronquiolocéntricas, além da ocorréncia de focos fibréticos espalhados de modo aleatério
ao longo de todo o parénquima pulmonar (Fig. 3, K e L), o que concorreu para a perda da

arquitetura tecidual.

Em relagdo aos grupos tratados (BLM+BMMC, BLM+CTMTA e
BLM+BMMC+CTMTA), € notavel a remisséo da fibrose bronquiolocéntrica, o que ocorreu
também, com os focos fibréticos parenquimatosos (p<0,001) (Fig. 3, M). Em comparagéao
com os animais doentes, que receberam tratamento com PBS (BLM+PBS), a estrutura
pulmonar evidencia septos alveolares com paredes mais finas e definidas, com pouca

expressividade nos exudatos intraalveolares (Fig. 3, B, C, D e E).
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Figura 3. Aspecto histoldgico do tecido pulmonar dos diferentes grupos, corados com Hematoxilina-
Eosina(HE) e Tricrdmico de Mallory (MAL) em diferentes aumentos. A. Aspecto alveolar compativel com a
normalidade (CTL, 400x, HE). B. Alvéolos pulmonares com espessamento septal (BLM+PBS, 400x, HE). C.
D. e E. Aspectos alveolares representativos dos grupos BLM+BMMC, BLM+CTMTA e BLM+BMMC+CTMTA,
respectivamente (400x, HE). F. Regides bronquiolocéntricas com fina camada de fibras colagenas,
compativel com a normalidade (CTL, 50x, MAL). G. Regido bronquiolocéntrica acometida por espessas
camadas de fibras colagenas (BLM+PBS, 50x, MAL). H. I. e J. Regiées bronquiolocéntricas representativas
dos grupos BLM+BMMC, BLM+CTMTA e BLM+BMMC+CTMTA, respectivamente (50x, MAL). K. Achado
histologico de fibrose subpleural (BLM+PBS, 100x, MAL). L. Achado histologico de fibrose parenquimatosa
(BLM+PBS, 200x, MAL). M. Andlise grafica da morfometria dos grupos experimentais em relagdo a
espessura de fibras colagenas em regides bronquiolocéntricas (Kruskal Wallis, * p<0,001).
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2.3.3. Lavado Broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi realizado com o intuito de investigar o processo inflamatorio
alveolar e intersticial desencadeado por acdo da bleomicina. A andlise dos graficos na figura 4,
evidencia a estreita proximidade entre a percentagem de neutréfilos nos grupos CTL e BLM+PBS,
que ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa (p=0.4177). Resultados similares foram

obtidos em relagdo a percentagem de neutrofilos (p=0.6234) e macrofagos (p=2532) entre os

dois grupos.
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Figura 4. Andlise comparativa entre a percentagem de células inflamatérias em lavado broncoalveolar
dos animais dos grupos CTL (n=6), BLM+PBS (n=6), BLM+BMMC (n=6), BLM+CTMTA (n=6) e
BLM+BMMC+CTMTA (n=6). A. Percentagem de Neutrofilos. B. Percentagem de Macréfagos. C.

Percentagem de Linfocitos.

A figura 4, apresenta também a comparacao grafica em relagdo as percentagens
de células inflamatérias entre os grupos que receberam tanto o tratamento com PBS
quanto o tratamento com células-tronco (BLM+BMMC, BLM+CTMTA e
BLM+BMMC+CTMTA). Em relacdo a percentagem de neutrdfilos, a andlise dos dados
evidenciou um aumento significativo (p<0.05) no numero destas células no grupo
BLM+BMMC+CTMTA em comparagdo ao grupo BLM+CTMTA, porém, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os demais grupos. A percentagem de

linfécitos foi  significativamente menor (p<0,05) nos grupos BLM+CTMTA e
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BLM+BMMC+CTMTA quando comparados aos grupos BLM+PBS e BLM+BMMC.
Adicionalmente, analisando a presenca de macrofagos, encontramos uma porcentagem
maior dessa célula no grupo BLM+CTMTA em relacdo aos grupos BLM+PBS e

BLM+BMMC.

2.3.4. Analise da Ventilacdo Pulmonar Basal

A fim de se avaliar o grau de comprometimento da fungdo pulmonar em relagdo a
incidéncia da fibrose, foram realizadas medidas de Ventilacdo pulmonar (VE), Volume
corrente (Vc) e Frequéncia respiratéria (fR) em pletismégrafo de corpo inteiro. A analise
da figura 6 (A, B e C) evidencia uma fR mais elevada no grupo BLM em relagéo ao CTL, o
que consequentemente elevou a VE deste grupo (p=0,0260). Apesar disso, o volume
corrente (ar inspirado e expirado a cada respiragao) foi semelhante em ambos os grupos,

néo revelando diferengas significativas (p>0,05).

Nos grupos tratados, observa-se um pequeno aumento dos parametros
respiratorios mensurados (Fig.6D-F). Comparados ao grupo CTL, todos os tratamentos
promoveram um leve aumento da fR, o que consequentemente, elevou também a VE.
N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos tratados

com células-tronco e o tratado com PBS (p>0.05).
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Figura 6. Analise comparativa da fungdo pulmonar basal realizada em pletismografia de corpo inteiro.
A. B. e C.: Frequéncia respiratéria (fR), Ventilacdo (VE) e Volume Corrente (Vc), respectivamente,
referentes ao grupo controle (CTL), animais instilados com PBS, e ao grupo BLM, instilado com

bleomicina. E. F. e G.: Fr, VE e Vc referentes aos grupos experimentais (CTL, BLM+PBS,
BLM+BMMC, BLM+CTMTA e BLM+BMMC+CTMTA). Mann-Whitney e Kruskall Wallis, n=6; * p<0,05.

2.4. Discussao

Ha varios relatos na literatura em modelos de fibrose pulmonar, nos quais
empregou-se terapia celular com “pool” de células mononucleares da medula 6ssea
(BMMC) ou células-tronco mesenquimais obtidas do tecido adiposo (CTMTA) ou medula

o6ssea (CTMBM) (26-29). Ndo ha, no entanto, nenhum relato prévio em modelo
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experimental de fibrose pulmonar em ratos empregando-se a infusdo concomitante de
BMMC e CTMTA. Esta abordagem constitui-se no aspecto inovador deste trabalho, qual

seja, o emprego pioneiro da infusdo concomitante de BMMC e CTMTA.

Além dos efeitos da terapia celular sobre a fibrose pulmonar, objeto central do
trabalho, um outro parametro, ganho de peso, foi avaliado ao longo do estudo. Diversos
estudos da literatura reportam uma perda significativa no ganho de pesos dos animais
tratados com bleomicina em relacdo aos controles (30, 31). A analise de nossos
resultados, referentes a pesagem dos animais apos a instilagdo de bleomicina (D0-D14),
ndo revelou diferenca estatistica significativa entre os grupos, havendo apenas uma
tendéncia a reducdo no ganho de peso daqueles instilados com a droga, conforme os
resultados apresentados na Figura 1 A. No entanto, o ganho de peso no periodo
subsequente a terapia celular foi significativamente maior nos animais que receberam
infusdo de BMMC, CTMTA, isoladamente ou uma associagdo de BMMC e CTMTA, em
relacdo aos animais tratados apenas com PBS. Estes resultados indicam a influéncia
terapéutica das células-tronco no restabelecimento do ganho de peso dos animais ap6s

instilagdo com bleomicina.

De acordo com Degryse et al. (2010), o desenvolvimento da fibrose pulmonar em
roedores pode ser avaliado histologicamente a partir do 14° dia apos a instilagédo do
sulfato de bleomicina, sendo que as lesbes mais marcantes acometem o tecido por volta
do 28° dia (32). Para a confirmacado do desenvolvimento da doenga nos grupos tratados
com bleomicina, diferentes cortes histolégicos do tecido foram realizados e submetidos a
coloragcdo em Hematoxilina-Eosina e Tricrbmico de Mallory, além da mensuracdo da
espessura das camadas de fibras colagenas presentes ao redor dos bronquiolos, por
morfometria. As andlises histolégicas comparativas entre os grupos CTL e BLM,

permitiram confirmar, neste ultimo, o estabelecimento da doenca apds 28 dias da
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instilagcdo de bleomicina, o que corrobora os dados da literatura. De acordo com a figura
2, o grupo BLM apresentou caracteristicas histopatolégicas compativeis com o
diagnostico histologico de fibrose pulmonar, evidenciado, principalmente, pela
deposicéo de tecido fibroso, rico em fibras colagenas, com diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controle (CTL). Adicionalmente, a deposicdo de fibras
colagenas no tecido pulmonar concentrou-se nas regides bronquiolocéntricas, conforme
se verifica na Figura 3 (G, K e L). Estes resultados estédo de acordo com outros trabalhos
nos quais verifica-se que a distribuicdo e intensidade do dano tecidual, ocasionado pela
toxicidade da bleomicina, é dose dependente, levando a formacgado de fibrose com maior

intensidade ao redor dos bronquiolos (33).

A fibrose pulmonar, como doenga intersticial pulmonar progressiva, frequentemente
leva a dispneia e insuficiéncia respiratéria aguda em pacientes humanos (34). Para
investigar a ocorréncia de dano respiratdrio nos animais instilados com bleomicina, foram
realizadas medidas de ventilagdo pulmonar basal em pletismografia de corpo inteiro. De
forma coerente com os resultados das analises histologicas, o estudo da fungéo pulmonar
também evidenciou diferenca significativa entre os grupos CTL e BLM, com frequéncia
respiratoria e ventilagdo mais elevados nos animais tratados com bleomicina (BLM).
Resultados similares foram encontrados por Phillips et al. (2012), que demonstraram um
aumento significativo no trabalho respiratério em camundongos instilados com bleomicina
(35). Esses resultados indicam a presencga de esforgo respiratério consequente as lesdes
causadas pela fibrose. Porém, outros experimentos sdo necessarios para comprovar essa
hipétese. De acordo com os resultados apresentados na figura 6, mesmo com a melhora
histolégica do quadro fibrético instalado nos animais que receberam tratamento com
células-tronco, a analise comparativa com o grupo BLM+PBS n&o mostrou diferenca

significativa entre os parametros respiratérios avaliados (fR, VE e Vc). O teste de
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pletismografia objetivou avaliar a ventilagéo basal, ou seja, durante o repouso, no entanto,
levando-se em consideragédo a remissdo da fibrose evidenciada na histologia, talvez a
exposicdo dos animais em condigbes de desafio e/ou esforco como, por exemplo,
condi¢cbes de hipdxia ou exercicio fisico, poderia expressar melhor o efeito terapéutico
das células-tronco infundidas. Estudos adicionais sdo, no entanto, necessarios para

confirmar esta hipotese.

A utilizag&o de sulfato de bleomicina como agente indutor de fibrose pulmonar tem
sido frequentemente vinculada a ocorréncia de inflamacgéo intersticial e intra-alveolar
aguda. De acordo com Della Latta (2015), pesquisas mais recentes tém indicado a
instalagcdo de processo inflamatério durante a primeira quinzena apds a instilagédo da
droga, sendo que apds essa fase a inflamacao torna-se menos proeminente, dando lugar
ao desenvolvimento de um quadro fibrético mais intenso (33). Corroborando estes dados,
o emprego da técnica do lavado broncoalveolar (LBA), seguido da contagem diferencial
das células inflamatérias encontradas, conforme apresentado na Figura 4, ndo revelou a
presenca de inflamag&o nos animais instilados com bleomicina, uma vez que ndo houve
variagdo na porcentagem de neutrdfilos, linfocitos e macréfagos entre os grupos CTL e
BLM. Esse achado pode indicar, portanto, que o efeito inflamatério desencadeado por
acdo da bleomicina, que se manifesta de modo agudo, seria dificiimente passivel de
deteccdo apods 28 dias da instilagdo, momento em que o LBA foi coletado. Contudo, &
notavel que o tratamento com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
humano, de modo isolado ou em conjunto com as células mononucleares da medula
Ossea, exerce alguma influéncia no perfil dos leucécitos presentes no pulmdo. Nesse
sentido, estudos adicionais com novas abordagens metodoloégicas sdo necessarios para
que se possa definir com maior precisdo e avancar nos conhecimentos acerca da

influéncia do perfil de células inflamatérias no tecido pulmonar acometido por fibrose.
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Os resultados encontrados neste estudo sdo consistentes com dados prévios que
indicam a eficacia e efetividade da acdo terapéutica tanto do “pool” de células
mononucleares da medula éssea (12, 13, 26), quanto do emprego de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo (10, 29) no tratamento de diversas patologias, incluindo
as pulmonares. Este estudo representa uma proposta inédita de terapia celular com
emprego concomitante de BMMC e CTMTA. Entre as hipoteses de trabalho propunha-se,
previamente a realizagdo dos experimentos, que houvesse uma resposta terapéutica mais
eficaz e pronunciada, tanto nos parametros morfolégicos quanto funcionais, nos animais
com fibrose induzida por bleomicina e, a seguir, tratados com a associagdo de BMMC e
CTMTA, considerando-se a possibilidade de um efeito aditivo ou sinérgico resultante
desta associacdo. Esta hipdtese estava fundamentada em relatos anteriores, como
explicitado acima, acerca dos possiveis efeitos terapéuticos individuais das BMMC e
CTMTA (36, 37, 38). No entanto, a ndo obtencao de tais resultados pode indicar que, em
terapia celular, a presenga de apenas um tipo de célula-tronco é suficiente para promover
as alteracdes terapéuticas necessarias a contengdo e melhora no desenvolvimento da

fibrose pulmonar.

Conforme  anteriormente  relatado, buscou-se neste trabalho avaliar
comparativamente a eficacia da terapia celular, por meio da infusdo individual e
concomitante de CTMTA e BMMC, como alternativa terapéutica experimental em modelo
murino de fibrose pulmonar. Paralelamente, foi possivel verificar que o transplante
xenogénico de células humanas (CTMTA) isoladamente ou em associacdo com células
heterélogas (BMMC) de ratos ndo provocou reagbes imunoldgicas agudas de maior
gravidade. Os animais permaneceram vivos até o sacrificio para analises histologicas (14
dias apds a infusdo das células). Em um relato prévio, Maria e colaboradores (2016)

realizaram o transplante de CTMTA humano em modelo experimental de esclerose
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sisttmica em ratos, mostrando que também ndo houve reacdes adversas detectaveis
(38). Nao ha, no entanto, nenhum relato prévio da infusdo concomitante de CTMTA
xenogénicas em associagdo com BMMC heterélogas, sem a detecgdo de reagdes
imunologicas agudas de maior gravidade. Estes achados representam evidéncias
adicionais e reforcam resultados anteriores sobre as caracteristicas pouco imunogénicas
das CTM, com pouca expressao de HLA tipo | e, praticamente, nenhuma expressao de

HLA tipo 11 (39).

2.5. Conclusao

O presente estudo mostrou que a instilagdo intratraqueal de sulfato de bleomicina,
em dose Unica de 2U/animal, foi suficiente para causar lesbes pulmonares que levaram a
deposigao de fibras colagenas ao longo do tecido depois de 28 dias, culminando na perda
da arquitetura pulmonar. Adicionalmente, em terapia celular, o emprego do “pool’ de
células mononucleares da medula 6ssea e células mesenquimais derivadas de tecido
adiposo humano, isoladas ou em conjunto, promoveram remissdo do quadro fibrotico
instalado com o mesmo grau de intensidade, sem diferencas significativas entre os

tratamentos propostos.
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3. CONCLUSAO

Conclui-se, com o presente estudo, que a bleomicina instilada em dose Unica de 2U
por animal é suficiente para causar fibrose pulmonar em ratos Wistar, evidenciada
histologicamente ap6s 28 dias. Além disso, conclui-se também que a terapia celular com
células-tronco promoveu remissao do quadro fibrético instalado nos animais instilados
com bleomicina, n&o havendo diferenca significativa entre o emprego da terapia com
células mononucleares da medula éssea ou células-tronco mesenquimais de tecido

adiposo humano, realizado de modo isolado ou em conjunto.
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