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RESUMO




Felix, RG. Contribui¢ao da terapia celular com células tronco em fibrose pulmonar em
ratos [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina da Universidade Estadual
Paulista; 2013. 90p.

A FPI é definida como um tipo de doencga intersticial fibrosante crénica, de etiologia
desconhecida, limitada aos pulmd&es e que apresenta padrao histolégico de pneumonia
intersticial usual. A prevaléncia da FPI é estimada em aproximadamente 20/100000
nos homens e 13/100000 nas mulheres, sendo que a média da idade quando do
diagndstico é de 67 anos e a sobrevida média é de 2 a 5 anos. Estima-se cerca de 5
milhdes de pessoas afetadas em todo o mundo. O tratamento clinico atual esta
associado a melhora parcial e transitdria com resultados duvidosos ou insatisfatérios.
A abordagem cirurgica da FPI compreende o transplante de pulmdo e é raro em
decorréncia da escassez de doadores e pela limitacdo de equipes capacitadas para
realizar os procedimentos. A terapia celular apresenta-se como uma alternativa
terapéutica com grande potencial de aplicabilidade em fibrose pulmonar. Este estudo
tem como objetivo a valida¢gdo do modelo de fibrose pulmonar induzido pela instilagao
de bleomicina e a analise da contribuicdo da terapia celular utilizando a injecdo de
células-tronco mesenquimais, alogénicas, obtidas de tecido adiposo para o tratamento
de fibrose pulmonar. Foram utilizados 60 ratos machos, albinos, da raca Wistar, com
peso médio de 250g com idade de 8 semanas. Foram constituidos 4 grupos
experimentais compostos por 15 animais sendo monitorados: peso e o indice de
saturacdo em 3 momentos: DO, D14 e D28. Em DO foi realizada a instilacdo da
bleomicina na dose de 1,5U/Kg. Em D14 a infusdo das células tronco mesenquimais
guantificadas e fenotipadas por citometria de fluxo. Em D28 foi realizado o sacrificio
dos animais para andlise macro e microscépica. A média de tecido adiposo retirado foi
de 3,35g sendo que apds a dissociacdo com o uso de colagenase tipo | a contagem
celular foi de 5,3 x 10* células linfomononucleares/g de tecido adiposo. Estas células
foram expandidas em cultura por 21 dias, meio Knockout DMEM-F12 aditivado com
10% de soro fetal bovino. Foram considerados 3 critérios de comprovagdo das CTM-TA:

adesdo ao plastico, expressdo de CD90 por citometria de fluxo e a capacidade de




diferenciacdo em trés linhagens de origem mesodérmica. Apds a expansao, o controle
por citometria de fluxo evidenciou 98% das células expressando CD90. Em D14, foi
realizado um pool destas CTM que foram infundidas por via venosa, em veia caudal na
concentragdo de 1X10° células/animal em um volume de 200ul de soro fisiol4gico.
Nenhuma reacdo adversa ou 6bito foi identificado no momento da infusdo ou nos 14
dias subsequentes. As andlises histolégicas foram realizadas por dois diferentes
especialistas em estudo duplo cego. A instilacdo intrataqueal de bleomicina na dose
de 1,5U/Kg de peso determinou FP em 100% dos animais sendo que 57,14% dos
animais tiveram FP em grau IV. A instilagdo de bleomicina intratraqueal comprometeu
o indice de saturacdo dos animais e analises histoldgicas confirmam o padrdo de FPI.
Os parametros de ganho de peso, melhora no indice de saturacdo, recuperacao
macroscopica e microscopica do tecido pulmonar foram plenamente alcangados no
grupo tratado com CTM-TA. Concluimos que do ponto de vista clinico e histoldgico as
CTM-TA determinaram melhora clinica e histolégica comprovadas em animais com
fibrose pulmonar de diferentes graus devendo ser considerada como proposta

terapéutica inovadora.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais; fibrose pulmonar idiopatica; terapia

celular.
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Abstract

Felix, RG. Contribution of cell therapy with stem cells in pulmonary fibrosis in rats
[dissertation]. Botucatu: Faculty of Medicine, Universidade Estadual Paulista, 2013.
90p.

The IPF is defined as a type of chronic fibrosing interstitial lung disease of unknown
etiology, limited to the lungs and that presents histological pattern of usual interstitial
pneumonia. The prevalence of IPF is estimated at approximately 20/100000 in men
and 13/100000 in women, and the mean age at diagnosis is 67 years and the median
survival is 2 to 5 years. It is estimated about 5 million affected people worldwide. The
current clinical treatment is associated with transient and partial improvement with
equivocal or unsatisfactory. The surgical approach consists of IPF and lung
transplantation is rare due to the scarcity of donors and by limiting teams trained to
perform the procedures. Cell therapy is presented as an alternative therapy with a
potential application in pulmonary fibrosis. This study aims to validate the model of
pulmonary fibrosis induced by bleomycin instillation and analysis of the contribution of
cell therapy using injection of mesenchymal stem cells, allogeneic, obtained from
adipose tissue for the treatment of pulmonary fibrosis. A total of 60 male rats, albino
Wistar rats, weighing 250g aged 8 weeks. 4 experimental groups were formed
consisting of 15 animals being monitored: weight and saturation index in 3 stages: DO,
D14 and D28. In DO was performed instillation of bleomycin at a dose of 1.5 U / Kg. In
D14 infusion of mesenchymal stem cells quantified and phenotyped by flow
cytometry. In D28 was the sacrifice of animals for macro and microscopic analyzes. The
mean adipose tissue removed was 3.35 g and that after dissociation using collagenase
type | cell count was 5.3 x 10* lymphomononuclear cells/g of adipose tissue. These cells
were expanded in culture for 21 days Knockout DMEM-F12 medium added with 10%
fetal bovine serum. Three criteria were considered proof of MSC: adhesion to plastic,
expression of CD90 by flow cytometry and the ability to differentiate into three
lineages of mesodermal origin. After expansion, the control flow cytometry showed
98% of cells expressing CD90. In D14, there was a pool of these MSC were infused
intravenously into the tail vein at a concentration of 1x10° cells / animal in a volume of

200ul saline. No adverse reactions or deaths were identified during the infusion or




Abstract

within 14 days. Histological analyzes were performed by two different experts double-
blind study. Intrataqueal instillation of bleomycin at a dose of 1.5 U / Kg PF determined
in 100% of animals whereas animals had 57.14% of PF in grade IV. The instillation of
intratracheal bleomycin compromised the saturation index of animals and histological
analyzes confirm the pattern of IPF. The parameters of weight gain, improved
saturation index, recovery macroscopic and microscopic lung tissue were fully
achieved in the group treated with MSC-TA. It was concluded that from the standpoint
of clinical and histological MSC-TA determined proven clinical and histological
improvement in animals with pulmonary fibrosis of different degree and should be

regarded as innovative therapeutic approach.

Keywords: mesenchymal stem cells, idiopathic pulmonary fibrosis, cell therapy.
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1. INTRODUCAO
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As doencas pulmonares intersticiais (DPl) sdo de dificil abordagem e
representam um grande desafio para o pneumologista, tendo em vista a variedade de
patologias com quadros clinicos , aspectos radiolégicos e apresentacdo histoldgica
bastante diversificados sendo que para o correto diagndstico ha necessidade de

equipe multidisciplinar (Baldi & Castro Pereira, 2012).

Com grande freqliéncia o diagndstico das DPI ocorre de modo tardio, seja em
razdao do desconhecimento por parte do médico , seja pelas alteragGes clinicas pouco
especificas ou ainda pela limitacdo de recursos locais, como a falta de aparelho de
tomografia ou a impossibilidade de realizacdo de exame de bidpsia (Baldi & Castro

Pereira, 2012).

A semelhanca na apresentacdo clinica entre as varias doencas deste grupo
também dificulta e retarda o diagndstico preciso da patologia trazendo consequéncias

qguanto ao tratamento como para sua evolugao (Antd, 2001).

A raridade de algumas DPI também dificultam diagndstico e tratamento até
mesmo por parte do especialista, entretanto, um pequeno nimero destas patologias
€ mais recorrente , como é o caso da sarcoidose, da pneumonia intersticial n3o
especifica (PINE), da pneumonia de hipersensibilidade (PH) e da fibrose pulmonar

idiopatica (FPI). (Xaubet et al, 2004; Thomeer et al, 2001).

A falta de tratamento clinico, cirdrgico ou farmacoldgico adequado e eficaz
também ¢é preocupante e desperta o interesse pelas pesquisas envolvendo DPI. O
transplante pulmonar, considerado a principal opcdo de tratamento, ainda é cercado
de problemas de logistica. Faltam de equipes capacitadas para a realizagdo dos
procedimentos e a sobrevida dos pacientes transplantados ainda é baixa e relacionada

com a denominada curva de aprendizagem (Baldi & Castro Pereira, 2012).

Ap0ds o efetivo diagndstico, a sobrevida média dos pacientes é baixa, como é o
caso da FPI que se destaca por ser uma das patologias mais comuns entre as DPI
(Thabut et al, 2009). Estas consideracdes justificam a necessidade de uma abordagem

sistematica para estabelecimento mais precoce do diagndstico e uma proposta
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terapéutica eficaz das DPI, especialmente da mais prevalente e importante delas: a

FPI.

Visando propor uma opg¢do terapéutica adequada para a fibrose pulmonar
idiopatica, realizou-se uma revisdo a partir de uma pesquisa atualizada dos principais
artigos relacionados a esta patologia nas bases de dados do PubMed, SciELO e LILACS,
associada a revisdo de capitulos de livros pertinentes ao tema em literatura aceita e

recomendada.

O mesmo modelo de revisdao foi realizado também sobre a tematica da
utilizacdo de células tronco e seus beneficios na reparacdo e regeneracao de tecidos,
entre eles o pulmonar. Este trabalho de revisdo teve como meta o embasamento
tedrico para se realizar experimento com objetivo de analisar uma opcdo terapéutica

inovadora que seja eficaz no tratamento da FPI.
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2. Revisao de Literatura

A FPI é definida como um tipo de doenca intersticial fibrosante croénica, de
etiologia desconhecida limitada aos pulmdes e que apresenta padrdo histolégico de
pneumonia intersticial usual (Raghu et al, 2011). Nos paises europeus é conhecida
mais popularmente como alveolite fibrosante criptogénica (Collard & King, 2003;

American Thoracic Society, 2002).

A prevaléncia da FPI é estimada em aproximadamente 20/100000 nos homens e
13/100000 nas mulheres, sendo que a média da idade quando do diagnostico é de 67
anos (Pereira CA et al , 2006) e a sobrevida média é de 2 a 5 anos . Tal doenca afeta

cerca de 5 milhGes de pessoas em todo o mundo (Meltzer & Noble, 2008).

Existem ainda fatores de risco associados a FPI: refluxo gastro -esofagico,
diabetes mellitus, agentes infecciosos como o virus da hepatite C, citomegalovirus e
virus Epstein-Barr, além de exposicbes ao pd de madeira, poeira de metais, poeira de

rochas, areia e silica (Raghu et al,2011 ; Taskar & Coultas, 2006).

2.1. Patogenia

Apesar da etiologia da Fibrose pulmonar idiopatica permanecer desconhecida,
0s conceitos sobre a patogenia da doenca continuam a sofrer mudancgas. A visdo
originalmente apresentada que indicava que a FPI era deflagrada por uma agressao
ndo identificada que gerava um processo inflamatdrio crénico que resultava no quadro
de fibrose caiu em desuso quando identificou-se que a utiliza¢do de anti-inflamatérios

potentes ndo influenciavam na evolucdo da doenca (Kumar, 2010).

Atualmente o conceito aceito é que a FPI é gerada por repeticdo de ciclos de
lesdo epitelial causados por algum agente desconhecido, existindo inflamacdo e
inducdo de resposta de linfécitos Th2 com participacdo de mastdcitos, eosindfilos e
interleucinas (IL-4 e IL-13, principalmente), entretanto a importancia desta resposta

inflamatdria é desconhecida (Kumar, 2010).
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Em recente revisdo publicada na Lancet, King (2011) apresenta como
etiopatogenia da doenca um processo de ativacdo epitelial, fibroblasto dependente.
Uma resposta andmala e exacerbada das células epiteliais alveolares induzem a
secrecao de citocinas pro-inflamatdrias pelas células-tronco mesenquimais (CTM),
citocinas estas, ativadoras da proliferacdo fibroblastica, da indu¢dao da formacdo de
miofibroblastos, da proliferacdo das préprias CTM residentes e da transformacgao dos
fibroblastos em uma grande quantidade de fibrdcitos. Este conjunto de células
secretoras produz grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular e colageno
formando uma resistente cicatriz no tecido pulmonar que determina a deformidade da

arquitetura.

Fonte: King et al. Lancet 2011; 378: 1949-61

Figura 1 — Mecanismos envolvidos na patogénese da FPI
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A tentativa de reparacdo anormal do epitélio gera uma proliferacao
fibroblastica/ miofibroblastica excessiva, tal situacdo leva a formacdo de “focos
fibroblasticos”, que sdo indicativos e caracteristicos da Fibrose Pulmonar Idiopatica

(Kumar, 2010).

Ndo existe, entretanto, uma identificacdo clara de quais mecanismos
desencadeiam este reparo epitelial anormal; porém existem evidencias que alguns
produtos de células epiteliais servem como iniciadores de todo este processo, como é
o caso do TGF-B1. Mais recentemente, fatores epigenéticos, agressdes silenciosas
ambientais como o cigarro, a inalacdo de microparticulas, infecgbes virais de repeticdo,

em especial por herpes-virus sdao determinantes importantes da etiopatogenia.

As células epiteliais alveolares de tipo | quando lesionadas liberam o TGF-1
gue é elemento fibrogénico e favorece a formacdo de miofibroblastos a partir dos
fibroblastos, bem como promovem a deposicdao de varias moléculas, entre elas o

colageno sobre a matriz extracelular (Kumar, 2010).

Existem também evidencias de participacdo genética na FPI tendo em vista que
a FPI familiar tem sido observada em até 5% dos casos (Steele & Brown, 2007). Esta
ultima é marcada por mutacdes que encurtam os teldmeros; estes sdo responsaveis
pelo controle da replicacdo celular e com seu encurtamento as células alveolares
sofrem rapida senescéncia e entram em apoptose (Tsakiri et al, 2007; Armanios et al,

2007).

O TGF-B1 também age causando a redugdo da telomerase, com isso facilita a
apoptose/reparacdo e, ainda, inibe a caveolina-1 que é um inibidor endégeno de
fibrose pulmonar mantendo assim o processo de reparo epitelial alveolar que leva a
deposicdo de coldgeno e alteracdo da arquitetura pulmonar pela fibrose (Kumar,

2010).
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2.2. Morfologia

A analise macroscdpica das superficies da pleura pulmonar revela um aspecto
de “pedra de calcamento” em razdao da retracdo das cicatrizes nos septos
interlobulares. Quando da realizacdo de corte superficial no parénquima pulmonar
surgem dreas firmes esbranquicadas de aspecto borrachoso (fibrose) com
predominancia do lobo inferior e distribuicdo diferente nas regides subpleurais (Singh

et al, 2005; Hubner et al, 2008).

No estudo microscépico observa-se uma fibrose intersticial irregular, sendo que
as lesdes mais jovens apresentam proliferacdo fibroblastica excessiva (focos
fibroblasticos). As lesGes mais tardias sdo colagenosas e com menor densidade celular.
Conforme a fibrose se torna mais densa, ela proporciona a destruicdao da arquitetura
alveolar e formacdo de espacos cisticos revestidos por pneumaocitos de tipo Il, células
hiperplasicas ou epitélio bronquiolar (fiborose em favo de mel). Ocorre, ainda,
inflamacdo discreta nas areas fibréticas, com presenca de linfécitos, plasmécitos,

neutrdfilos, eosindfilos e mastocitos (Visscher & Myers, 2006).

2.3. Quadro Clinico

Na apresentagdo inicial da doenga, a maioria dos pacientes tem idade de 40 a
70 anos e apresenta dispnéia gradual e crescente, tosse seca, sendo que

frequentemente o diagndstico é desconhecido (Noth & Martinez , 2007).

A gravidade da dispnéia no quadro inicial é inversamente proporcional a
sobrevida Ao exame fisico encontra-se estertores crepitantes em até 90% dos
pacientes, sendo que o bagueteamento digital é presenciado em 30 a 40% da
casuistica . J& em fases mais tardias encontramos hipertensdao pulmonar em alguns

pacientes (Ley et al, 2011).

A progressao da doenga no paciente é imprevisivel, entretanto, a maioria dos

casos apresenta gradual deterioracdo do estado pulmonar, independente do
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tratamento clinico com medicamentos, sendo o transplante pulmonar a Unica opc¢ao
terapéutica definitiva no momento, porém ndo de forma universal (Noth & Martinez,

2007).

2.4. Tratamento

Apesar do avango no entendimento da etiopatogenia da FPIl e da importancia
dos fatores paracrinos ainda sdo poucas as opgdes terapéuticas eficazes. Diante da
multiplicidade de células envolvidas no processo de destruicdo do parénquima
pulmonar, a terapia celular tem despontado no capitulo da Medicina

Regenerativa/Translacional.

Ha muitas décadas, a terapia antiinflaméria liderava as indica¢des terapéuticas.
Posteriormente surgiram as terapias anti-oxidantes, anti-fibréticas, além de um
conjunto de medidas paliativas até a proposicdo de transplante pulmonar e mais

recentemente alguns trials envolvendo a terapia celular.
2.4.1. Terapia anti-inflamatdria

Tendo em vista a hipdtese original de que o processo inflamatério era
importante e determinante na fisiopatologia da FPI, as drogas antiinflamatdrias foram
usadas em larga escala no inicio. O follow up dos pacientes, no entanto, nao
evidenciaram melhora clinica ou nas taxas de morbidade dos mesmos, sendo assim,
tais medicacGes cairam em desuso, sendo contra indicada sua utilizacdo como unica

droga para os pacientes com FPI (Raghu etal, 2011).

Alguns imunossupressores como a azatioprina e a ciclofosfamida também
foram utilizadas associados aos corticéides, porém sem eficdcia comprovada nem
diferenca na func¢do pulmonar, acabaram por se tornar em conduta proscrita (Raghu

etal,1991).
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A utilizacao de prednisona em altas doses ndo se mostrou viavel tendo em vista
os efeitos secundarios, tais como miopatia , hipertensdo , hiperglicemia e osteoporose

(Gross & Hunninghske, 2001).
2.4.2. Terapia anti-oxidante

O pulmao é exposto a uma tensdo de oxigénio maior que os demais tecidos. O
estresse oxidativo definido como aumento da exposicao aos agentes oxidativos ou a
diminuicdo da capacidade anti-oxidante tem papel importante na FPIl, onde sdo
encontrados grande quantidade de substancias oxidantes . Os antioxidantes sdo
compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos agressores das

reacOes oxidativas do processo inflamatdrio (Swigris & Brown, 2006).

Uma substancia antioxidante bastante importante é a glutationa, que tem
papel protetor no pulmao de individuos normais e que se apresenta reduzido no
paciente com FPI. Essa reducdo tem importancia a medida que sabemos que o estresse
oxidativo acelera o processo inflamatdrio e a formacao de fibrose pulmonar ( Selman

et al, 2001 ; Harari & Caminati, 2010).

Uma hipdtese de tratamento com anti-oxidantes foi levantada pela utilizacdo
de N-acetilcisteina que é um precursor da glutationa e tem potente acdo anti-
oxidante (Demedts et al, 2005). PublicagGes recentes destacam o papel da N-
acetilcisteina, utilizado amplamente como agente mucolitico, sendo um precursor da
glutationa interferindo ndo somente como anti-oxidante, mas atuando diretamente na
modulac¢do da producdo das citocinas, pelos macrofagos alveolares, em especial TNF-

o, TGF-B1 (Tomioka, 2009).
2.4.3. Terapia anti-fibrética

O papel da inflamacdo na FPI estda bem estabelecido e ndo é o Unico alvo da
fisiopatologia. Evidéncias atuais indicam que a resposta fibrética induzida por ativacao
andmala de células alveolares epiteliais com a secregdo e deposicdao exagerada de
matriz extracelular. As medicacdes anti-fibroticas tém como objetivo o controle da

fibroproliferacao na FPI. Isto determinou o desenvolvimento de inimeras medicacdes
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anti-fibréticas como o gama-interferon, bosentana, etanercepte e a pirfenidona (Baldi

& Castro Pereira, 2012).

O gama-interferon, mesmo com a possibilidade de supressdao na producado de
fatores pré fibréticos ,ndo demonstrou nenhuma vantagem na sobrevida dos pacientes
(King et al, 2009) ; a bosentana antagonista da endotelina também se mostrou ineficaz

no tratamento da Fibrose Pulmonar Idiopatica ( King et al, 2008 ; King et al, 2011).

Ja a funcdo pulmonar foi usada como parametro apds o uso de etanercepte
(antagonista do TNF a), porém os testes revelaram ndo ter ocorrido melhora (Raghu

et al, 2008).

A pirferidona apresenta caracteristicas anti-oxidantes, anti-fibréticas e anti-
inflamatdrias sendo que os vdrios estudos apresentados ainda foram pouco

conclusivos (Noble et al, 2011).

2.4.4. Tratamento paliativo

A alta prevaléncia do refluxo gastro esofagico em pacientes com Fibrose
Pulmonar Idiopatica levou a diretriz norte americana a recomendar o tratamento

imediato desta doenca quando detectada (Raghu et al, 2011).

A reabilitacdo pulmonar com o fornecimento de oxigénio suplementar (Holland
et al, 2008) , o tratamento da tosse com corticdide (Hope-Gill et al, 2003) e o uso de
morfina e oxigénio nos pacientes com dispnéia revelaram apenas uma melhora
passageira no quadro clinico, sem entretanto mostrar eficacia duradoura (Allen et al,
2005). A oxigenioterapia em pacientes com hipoxemia em repouso é fortemente

recomendada na diretriz norte americana (Raghu et al, 2011).

2.4.5. O Transplante Pulmonar

O transplante pulmonar, apesar de sua complexidade, representa a melhor
op¢ao terapéutica nos dias atuais e a Unica terapéutica que comprovadamente
aumenta a sobrevida dos pacientes (Thabut et al, 2003). Desenvolvido em 1963, tem

tido indicagdo cirurgica progressiva, ja que a mortalidade no primeiro ano na lista de
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espera pelo transplante pode chegar a 40%. Tal situagdao ocorre devido a curta
sobrevida do paciente apds o diagndstico, normalmente ndo passando de 5 anos e ao
encaminhamento tardio dos mesmos (Bjoraker et al, 1998; O’Beirne et al , 2010).
Atualmente as diretrizes utilizadas como critérios para a selecdo de candidatos ao
transplante pulmonar indicam a necessidade de imediato encaminhamento para a lista
de transplante pulmonar para o paciente em que foi diagnosticada fibrose pulmonar
idiopatica, independente do grau de comprometimento e avanco da doenca (Orens et
al, 2006), salvo contra-indicagdes como obesidade, uso de corticdides em altas doses,
insuficiéncia renal, infeccdo por HIV ou outra comorbidade que inviabilize o

procedimento cirdrgico (Lynch et al, 2006; Kreider & Kotloff, 2009).

A sobrevida média de pacientes com fibrose pulmonar idiopatica
transplantados nos Estados Unidos é de aproximadamente 4 anos (Thabut et al, 2009).
O maior problema desta terapéutica no Brasil é o pequeno numero de equipes

capacitadas para a execucdo além da limitacdo na captacdo do 6rgao.

2.5. 0 modelo experimental

O modelo animal ideal é relevante na investigacao de doengas, principalmente
as pulmonares. Entretanto, doengas crénicas pulmonares sao de dificil reproducao
independente do modelo adotado, tendo em vista que muitas vezes sua etiologia é

desconhecida, como é o caso da FPI (Moeller et al, 2008).

Diferentes modelos de indugao a fibrose pulmonar foram propostos nas ultimas
décadas, sendo que um dos mais comuns e aceitos é a inducdo experimental de

fibrose pulmonar em animais pela utilizagao de bleomicina ( Moeller et al, 2008).
2.5.1. Bleomicina e Indugao da FPI

A bleomicina é um antibidtico quimioterapico extraido como produto de

processo fermentativo do fungo “Streptomyces verticillus”, sendo de importante
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utilizacdo no tratamento clinico oncoldgico de diversos linfomas e sarcomas (Da Silva &

Prolla, 1995).

A utilizacdo experimental da bleomicina reside no fato de que durante o
tratamento quimioterdpico percebeu-se que entre 4 a 10% dos pacientes
apresentavam toxicidade pulmonar a droga e isto resultava em processo de fibrose

pulmonar (Umerazawa et al, 1966).

A inducdo experimental de Fibrose Pulmonar foi descrita pela primeira vez em
1971 em caes e realizado por (Fleischman et al 1971). A utilizacdo de bleomicina por
instilacdo intratraqueal em ratos foi realizada de modo pioneiro em 1979 ( Thrall et al,
1979) e gerou um modelo confidvel e utilizado frequentemente, tendo em vista a
capacidade de desenvolvimento de fibrose pulmonar de modo rapido e previsivel

(Ferreira, 1996).

Apds a instilacdo intratraqueal de dose Unica da bleomicina, pode-se perceber 3
etapas distintas da evolugdo: a primeira etapa (estdgio agudo da inflamacao)
corresponde aos primeiros sete dias apds a instilacdo quando ocorre migracdo de
células inflamatérias, edema intersticial e de alvéolos, além da ativacdo de mediadores
de inflamacdo . Na segunda etapa (estagio subagudo) que dura do 72 ao 152 dia apds a
instilacdo, percebe-se um processo inflamatério intenso com aumento de células
epiteliais cubdides com objetivo de reparar o epitélio agredido e nota-se também a
presenca de fibrose pulmonar. Na terceira etapa (estagio de resolucdo) que perdura do
152 ao 309 dia apds a instilagdo, o processo inflamatério diminui e é perceptivel a
reepitelizacdo alveolar e o depésito de coldgeno no tecido de granulacdo com a

formacdo da fibrose no pulmao (Rossari, 2004).

Entende-se o 149 dia apds a instilagdo como o melhor para quantificar o
processo de fibrose tendo em vista o extenso quadro de fibrose, porém com menor
variabilidade na resposta fibrética (Ozyurt et al, 2004). Cutroneo e colaboradores
(2006) descrevem que o uso da bleomicina para produzir a FPI estimula o fator de
crescimento proé-fibréotico TGF-B1 que é considerado um dos mais importantes na

fibrogénese. Este fator é produzido por fibroblastos e miofibroblastos. A reproducao
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do modelo de fibrose utilizando a bleomicina foi a técnica escolhida neste
experimento, em especial, pela colaboracdo de centro da UNESP com experiéncia no
uso da mesma. Este Centro, localizado em Assis, é chefiado pelo Prof. Jodo Tadeu

Ribeiro Paes da Faculdade de Biotecnologia e parceiro neste experimento.

2.5.2. Células tronco e terapia celular

Por definicdo células tronco ou stem cells sdao aquelas dotadas de auto-
renovacdo, com capacidade de diferenciacdo em pelo menos trés linhagens celulares

diferentes oriundas do mesmo folheto embrionario (Bogliolo, 2012).

As células tronco embriondrias sdao células progenitoras pluripotentes, que
detém a capacidade de formar células das 3 camadas germinativas. Estas células
dependem de fatores de transcricdo que regulam uma rede de genes que controlam
sua manutencao e proliferacao (Mitsui et al, 2003). A partir da identificacdo de que a
terapia utilizando células-tronco embriondrias gerava sarcomas e teratomas, novos
esforgos cientificos foram estabelecidos no sentido de induzir células-tronco adultas a
um comportamento semelhante aos das embrionarias, mas sem usar estas ultimas. A
utilizacdo de terapia com células-tronco pluripotentes induzidas em pesquisas possui
varias vantagens sobre as células tronco embrionarias tendo em vista que as primeiras
sao derivadas do proprio paciente e com isso apresentam menor rejeicao imunoldgica
em relacdo a aloenxertos ou xenoenxertos de células tronco embrionarias (Kim et al,

2010; Bar-Nur et al, 2011).

Além disso, do ponto de vista ético é mais facil obter precursores de células
tronco pluripotentes induzidas do paciente em comparacao as derivadas de células
embrionarias. Outra caracteristica, ndo menos importante é o fato das células tronco
pluripotentes induzidas guardarem a predisposicao para a diferenciacao no seu tipo de
célula original, o que pode acabar sendo aproveitado na sintese de tipos especificos
celulares, fato este ndo observado nas células tronco embrionarias ( Kim et al, 2010 ;

Bar-Nur et al, 2011).
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Inimeros estudos tém sido elaborados com o intuito de verificar a seguranca e eficdcia
da terapéutica com diferentes tipos de células-tronco, entre elas, as células-tronco

mesenquimais.

Desde a década de 50 as células-tronco hematopoiéticas tém sido utilizadas em
terapias experimentais e tratamento de patologias como o mieloma multiplo e as
leucemias (Thomas et al, 1957, Fernand et al, 1995). As células-tronco
hematopoiéticas vém sendo testadas em doencas de depdsito lisossOmico e
metabdlicas, como sindrome de Hurler e também aumentaram as taxas de
sobrevivéncia dos pacientes (Wynn et al, 2009). Diversas outras aplicacdes para as
células-tronco hematopoiéticas tém sido descritas, com uso em cardiologia,
dermatologia, vascular, e mais recentemente, um transplante de medula dssea
resultou na cura bem sucedida de um paciente HIV e renovou o interesse na busca de

tratamento eficaz para esta epidemia (Cohen, 2011).

A utilizagdo bem sucedida de células-tronco adultas foi primariamente
verificada com as células-tronco mesenquimais derivadas de medula éssea em ensaios
de terapias regenerativas na obtencdo de células dsseas e de cartilagem (Caplan,
1991). De I4 para c3a, outras fontes de obtencdo de células-tronco tém sido utilizadas.
O uso do tecido adiposo como fonte de células progenitoras tem despontado em
medicina regenerativa nos ultimos anos com supremacia (Gimble et al, 2010). O uso da
gordura para a extracao da fragdo vascular estromal e células-tronco foi inicialmente
descrito por Zuk (2002) sendo que as caracteristicas de ndo envolver problemas éticos,
ser de facil obtencdo, ndo necessitar de agentes mobilizadores, como a células-tronco
hematopoiéticas, expressarem minimamente antigenos do Complexo Maior de
Histocompatibilidade, entre eles Classe Il, as coloca em destaque. Além de serem
imunomodularoras, crescem bem em cultura e apresentam poucas alteracdes
cromossOmicas e ap6s longo cultivo (Gimble et al, 2010). A figura 1 representa as
vantagens do uso das CTM-TA em pesquisa clinica, medicina translacional e em

terapéutica.
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Figura 2 — Representagao das caracteristicas das células-tronco adultas, mesenquimais

e das mesenquimais originarias do tecido adiposo.

Um fator importante na utilizacdo de células-tronco mesenquimais quando

comparadas as células-tronco embriondrias e mesmo as induzidas é que a utilizacao

das primeiras ndo leva a formacdo de teratomas (Knoepfler, 2009).

Células-tronco mesenquimais também podem ser obtidas a partir de tecido

adiposo, sinovial, sangue periférico, tecido muscular e a partir de material do cordao

umbilical (Zhang et al, 2012).

O tecido adiposo constitui rica fonte de células

mesenquimais que ja foram usadas na regeneracao dos 0ssos e tecidos cartilaginosos

em humanos (Pak,2011). A utilizacdo de células mesenquimais de tecido adiposo se

mostra bastante vidvel tendo em vista a facil extracdo por lipoaspiracdo, sendo

processo minimamente invasivo (Schreml et al, 2009). Além do papel de regeneragao

de ossos e cartilagem, outros estudos vém sendo realizados quanto a seguranca e o

grau de eficacia terapéutica em esclerose multipla, diabetes e transplante renal entre

outros (Siatskas et al, 2010).

O uso da terapia celular em pulmdo tem como marco histérico o artigo

publicado em 2001 por Krause et al (2001) que evidenciam que a infusdo de CT

hematopoiética adulta repopula até 20% do parénquima pulmonar. Outros autores

apontam que o reparo do tecido pulmonar por células-tronco é pequeno e ainda ndo

realista para o momento (Loebinger & Janes, 2007).
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3 Objetivos
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3.1 Geral

e Avaliar a contribuicdo da terapia celular em modelo animal de fibrose

pulmonar

3.2 Especificos

e Estabelecer modelo animal de fibrose pulmonar em ratos albinos da
linhagem Wistar.

e Expandir e caracterizar células-tronco mesenquimais alogénicas a partir
de tecido adiposo (CTM-TA).

e Infundir CT-TA por via intravenosa (veia caudal) e monitorar a

recuperacao do tecido pulmonar.
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4. Materiais e Métodos
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4.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos machos albinos da linhagem Wistar (peso médio de
250-300g; 8 semanas de idade) procedentes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno
revestidas com serragem, em salas com temperatura e luminosidade controladas (22°C
e 12 h—luz e 12 h — escuro, respectivamente). Durante o periodo do experimento, os

ratos receberam dieta sdlida e dgua suplementada com vitamina, ad libitum.

4.2 Inducao experimental de fibrose pulmonar

Para inducdo da fibrose pulmonar em ratos, utilizou-se o modelo experimental

proposto por Punithavathi et al., 2000.

Os animais foram sedados com a utilizacdo de Xilazina (0,5ml/kg) e Ketamina
(1ml/kg) , em seguida foi realizada a antissepsia e tricotomia dos pélos do pescoco ,
produzida abertura de 2-3cm da pele para visualizacdo e exposicdao da traquéia ,
seguida de canulagdo da mesma com angiocath 22 BD® ( 0,9x25mm) por onde foi
instilada a bleomicina na dose de 1,5 U (0,3mg/kg) + 0,2ml de Soro fisioldgico ou Soro

fisiologico puro, dependendo do grupo experimental.

Apés a instilacdo, o catéter foi retirado. Foi procedida a sutura da pele dos
animais com fio reabsorvivel. Os mesmos foram re-colocados nas gaiolas onde

receberam analgésicos e demais cuidados necessarios.

4.3 Obtengdo, processamento e caracterizagio de células-tronco

mesenquimais alogénicas, de tecido adiposo (CTM-TA)

Levando em consideragdo as caracteristicas das células-tronco mesenquimais,
inquestiondveis na literatura especializada tais como o bom desempenho e facil

amplificacdo em cultura; baixa expressdao de antigenos HLA tipo Il (DR,DP,DQ) e sua
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capacidade imunomoduladora, optou-se neste experimento pelo uso das CTM-TA. O
tecido adiposo (TA) desponta nos ultimos 5 anos como fonte promissora de CTM para
terapia celular. O sitio de coleta do TA foi definido em funcdo de resultados
preliminares do laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu que
demonstra que as CT obtidas de TA de abdémen apresentam curva de crescimento

superior ao TA obtido de outras partes do corpo do animal (Campos, 2011).

Para a obtenc¢do do tecido adiposo (TA) abdominal foram utilizados 4 animais
da linhagem Wistar, com o mesmo peso e idade , porém ndo pertencentes a nenhum
dos quatro grupos de trabalho. Apds anestesia dos animais com 30 mg/Kg de tiopental
sédico a 2,5%, via intraperitonial (IP), os mesmos foram colocados em fluxo laminar
com filtro Hepa para se proceder a retirada do fragmento de TA. Foi realizada a
antissepsia do pélo, abertura de 2-3 cm da pele, identificacdo do TA e remocdo de

fragmento com peso médio de 3,35g por animal.

O fragmento de TA foi lavado abundantemente com soro fisiolégico 0,9% (100-
200mL) e depois colocado em tubo conico estéril contendo meio de transporte HEPES

com antibidticos.

O material foi acondicionado em caixa de isopor e transportado para
Laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu. Ao receber o material,
o tecido foi pesado passando por lavagem em tampdo PBS sofrendo posterior
incubacdo com colagenase tipo | Invitrogen®por 12 horas em repouso, em estufa a
37°C. A ac3o enzimatica foi bloqueda com a adi¢do de soro fetal bovino (SFB) por 5
minutos. O conjunto foi transferido para tubo Falcon de 15mL. Centrifugou-se o
material por 10 minutos, aspirou-se o sobrenadante, dissolveu-se o pellet novamente
em PBS e centrifugou-se a 1200 rpm durante 10 min para retirada completa da

enzima.

Em camara de Neubauer determinou-se a viabilidade e contagem celular por
método de exclusdo do corante azul de tripan. Uma aliquota das células foi
encaminhada para caracterizacdo por citometria de fluxo utilizando os marcadores:

CD90 (marcador positivo) e CD34, CD44 e CD 45 como marcadores negativos. As
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células foram plaqueadas em frascos T de 25cm’ mantendo-as em meio seletivo
Mesencult Invitrogen® e observagdo microscépica com uso do microscépio invertido
Axiovert 200, Zeiss®. A cultura foi mantida em condic¢Oes especificas de incubadora de
CO,, com jaqueta de 3agua a 372C,Thermo®. Apds 4 dias aproximadamente
(estabelecimento das col6nias de células fibroblastdides aderentes) trocou-se o meio
de cultura DMEM Knockout Invitrogen® (5mL) a cada dois dias. Apds observar-se a
confluéncia celular, as células foram novamente submetidas ao processamento
enzimatico para descolamento da placa de cultura e nova aliquota foi processada por
citometria de fluxo utilizando os marcadores citados. A andlise foi realizada no
citobmetro de fluxo FACS Calibur da BD® através da leitura em Software Cell Quest
Pro®. Importante salientar que as CTM-TA plaqueadas foram amplificadas até a 82
passagem para se obter o nimero adequado de células para o experimento, sendo as

mesmas armazenadas congeladas em nitrogénio liquido.

No momento do uso foi procedido o descongelamento e a realizacdo do pool

das CTM-TA para posterior infusdo por via intravenosa (veia caudal) nos animais.
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5. Grupos de estudo
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5.1 - Constituicao

Os animais foram divididos em 4 grupos de 15 animais , mantidos sob estrito
controle de bioterista e médico veterindrio durante os 28 dias de observacao a partir
da data de instilagdo traqueal da bleomicina ou soro fisioldgico. Os 4 grupos foram

assim constituidos

v" Grupo 1 Bleo-soro= controle de fibrose: Animais instilados com solu¢do de

bleomicina e “tratados” com soro fisioldgicos, quadro 1.

v' Grupo 2 Soro-soro= animais controle: Animais instilados com solucdo

fisioldgica e tratados com SF.

v' Grupo 3 Bleo-CTM= grupo estudo: Animais instilados com solucdo de

bleomicina e tratados com células-tronco obtidas do tecido adiposo.

v" Grupo 4 Soro-CTM = controle da acao das CT: Animais instilados com

solugdo fisioldgica e tratados com células-tronco obtidas do tecido adiposo.

Grupo Dia Solugao Dia Solugao Dia

P instilacao instilada infusao infundida | sacrificio
G2Soro-Soro 0 Soro 140 SF 282
G4Soro-CTM 0 Soro 142 CTM-TA 28¢°

* SF= soro fisioldgico

Quadro 1 — Constituicdo dos 4 grupos de estudo, instilacdo da bleomicina, infusdo das
CTM-TA ou SF e sacrificio.

Todos os animais foram submetidos ao mesmo grau de estresse de

manipulagao e receberam no 142 o procedimento de infusao de CTM-TA, ou soro.
5.2 Comité de Etica

O certificado do comité de Etica foi obtido em 25 de novembro de 2010, sob

registro Protocolo CEEA 852/2010 conforme fotocdpia anexo 1.
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5.3 Paramétros analisados

Os animais foram acompanhados quanto ao ganho/perda de peso e quanto aos
valores de saturagdo em 3 momentos diferentes (DO, D14 e D28) do experimento. A

figura abaixo representa as agdes realizadas dentro do protocolo estabelecido, vide

figura 2.
Instilacdo da Infusdo venosa da CTM- Sacrificio
Bleomicina TA ou soro

' ' '

—

DO D14 D28

Figura 2 — Protocolo de inducdo da fibrose pulmonar, abordagem terapéutica e
sacrificio dos animais.

5.4 Anadlises macroscdpicas e microscopicas

Uma vez sacrificados os animais em D+28, apdés a determinacdo da
saturometria e pesagem dos mesmos, os pulmdes eram transportados em frascos
devidamente identificados por ordem numérica sequencial ao Servico de Patologia da
FMB-UNESP. O material foi analisado por dois diferentes patologistas em estudo duplo
cego. Apds processamento dos pulmdes, tendo sido processado sempre o mesmo lobo
pulmonar, a saber, lobo médio direito, o restante foi mantido preservado para
eventuais andlises. O material emblocado foi submetido a cortes em criétomo e
procedido as coloracdes de hematoxilina-eosina e Picrossirius. Para a avaliacdo pelos
patologistas foi estabelecida a classificagdo semi-quantitaviva de Singh (2005) para

inflamacao perivascular.

Escore Descricao
0 Sem inflamacdo
1 Uma ou duas filas de células inflamatérias concéntricas
2 Trés ou mais filas de células inflamatdrias concéntricas
3 acumulo de células inflamatodrias entre vasos e bronquiolos

Quadro 1 — Classificacdo semi-quantitativa de Singh
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A quantificacdo da fibrose pulmonar valeu-se da escala de Ashcroft modificada

por Hiibner (2008), quadro 2.

Grau de
fibrose

Escala Modificada

0

Septo alveolar — sem fibrose ou poucas fibras em paredes alveolares

Arquitetura pulmonar - normal

Septo alveolar — alteragdes fibréticas discretas; septo < 3X espessa que o
normal

Arquitetura pulmonar - alvéolos alargados e rarefeitos, sem massas
fibréticas

Septo alveolar — alteragdes fibréticas evidentes (septo 3 X mais espesso
que o normal) com formagao de nés sem conexdes entre eles.

Arquitetura pulmonar - alvéolos alargados e rarefeitos, sem massas
fibréticas

Septo alveolar — parede fibrdticas continuas septo 3 X mais espesso que o
normal) predominando em todo o campo microscépico.

Arquitetura pulmonar - alvéolos alargados e rarefeitos, sem massas
fibréticas

Septo alveolar - Variavel

Arquitetura pulmonar — massas fibréticas isoladas (< 10% do campo
microscépico)

Septo alveolar - Variavel

Arquitetura pulmonar — massas fibréticas confluentes (entre 10 e 50% do
campo microscoépico). Estrutura pulmonar gravemente alterada, porém,
ainda preservada.

Septo alveolar — Variavel maioria ndo existente.

Arquitetura pulmonar - Grande massas fibréticas contiguas (> 50% do
campo microscépico). A maioria da arquitetura pulmonar ndo preservada.

Septo alveolar — nao existente

Arquitetura pulmonar - alvéolos quase obliterados com massas fibrosas,
mas ainda até cinco bolhas de ar

Septo alveolar - nao existente

Arquitetura pulmonar — Campos microscdpicos com obliteracado
completa por massas fibréticas

Quadro 2 — Escala quantitativa de fibrose pulmonar proposta por Ashcroft, modificada
por Hiibner (2008).
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6 . Analises estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Stat. Para as
variaveis, saturacdo, peso e graus de fibrose os calculos foram realizados pelo teste
Kruskal-Wallis, de dados ndo paramétricos (método ANOVA), com pods-teste de

multiplas comparacdes pelo método de Dunn.
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7. Resultados e Discussao
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7.1 Obtengao das CTM-TA alogénica

As células tronco mesenquimais foram obtidas a partir de tecido adiposo
abdominal de 4 animais machos de linhagem Wistar pesando entre 250 e 300 g e com
8 semanas de vida, que ndo faziam parte dos 60 animais que foram divididos nos 4

grupos experimentais, tabela 1.

Tabela 1 — Descricao dos animais e do peso, em gramas, de TA retirado

Animal Peso em gramas de TA retirado
1 1,7
2 2,0
3 4,7
4 5,0
Média 3,35

A média de tecido adiposo retirado foi de 3,35g sendo que apds a dissociagao
com o uso de colagenase tipo |, a contagem celular média (LMN) foi de 5,3 x 10*
células/g de tecido adiposo, valor este considerado suficiente para as necessidades do
experimento, tendo em vista as etapas subseqientes de amplificacdo em cultura. As
células plaquedas foram expandidas até a 82 passagem em meio Knockout DMEM,

mantidas em condicdes de cultivo estéril.

Para comprovar o padrdao das CTM-TA obtidas do tecido adiposo foi seguido a
orientacdo da International Society for Stem Cell Research (ISSCR). A ISSCR destaca 4
métodos para a caracterizacdo das CTM, sendo que 3 deles confirmam o perfil das
células. Os 4 critérios sdo: 1) aderéncia ao plastico e formag¢dao de colOnias
fibroblastdides; 2) a andlise do perfil das células por citometria de fluxo utilizando
marcadores positivos e negativos; 3) diferenciacdo em 3 linhagens teciduais de origem
mesodérmica e 4)andlise de expressdo génica por biologia molecular. Neste protocolo

valeu-se dos 3 primeiros critérios. Para a confirmacdo de que as CTM eram capazes de
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se diferenciar em trés diferentes tecidos de linhagem mesodérmica tal foram utilizados

meios especificos de cultura, condicionados para diferenciacdo condrogénica,

O critério de comprovagao para células-tronco baseado na aderéncia ao
plastico e na presenca de unidades formadoras de col6nias fibroblastéides foi

conseguido com sucesso, conforme fotomicrografias obtidas por microscopia invertida

de contraste de fase.

‘ | 3
il

‘li! I i

Arquivo pessoal, 2012

A = Aspecto da cultura apds 4 dias do plagueamento (aumento de 5x); B = Presen¢a de unidades formadoras de col6nia
fibroblastdides 15 dias apds o inicio da cultura (aumento de 10x) e C= Presenga de unidades formadoras de coldnia fibroblastéides
15 dias ap6s o inicio da cultura (aumento de 20x)

Figura 3 — Microscopia Investida por Contraste de Fase do primeiro critério de
comprovagado das CTM-TA: aderéncia ao plastico.

O segundo critério utilizado foi a andlise do perfil das células por Citometria de
Fluxo, que utiliza marcadores de superficie especificos. As melhores analises sdo
aquelas que ocorrem na faixa entre 5.000 e 10.000 eventos (células). Foram calculadas
as médias das 4 amostras analisadas . Os marcadores CD45 e CD90, especificos para
rato, foram executados em dois momentos: logo apdés a dissociacdo, antes do
plagueamento, quando as células eram consideradas linfomononucleares, e apds o
cultivo. O nimero minimo de eventos (células) analisadas neste experimento foi de
8.436 e maximo de 10.000 células. O niumero maximo é determinado pelo prdéprio

equipamento. A tabela abaixo mostra os resultados numéricos das analises efetuadas.
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Tabela 2 — Resultado do perfil fenotipico das CTM-TA pelo método de citometria de
fluxo frente aos marcadores CD34, CD44, CD45 e CD90.

Marcador Controle .34  (pas  cpas CD90
Negativo
LR 1D & 6 Beiies 9013 8857  10.000 8436 10.000
(células) analisadas
, ge . * *
Média de Intensidade de 183 1.70 18,59 53,38 17,35

fluorescéncia(%) 1,72%* 98,97**

*= apos a dissociagdo enzimatica, antes do plaqueamento; ** apds 21 dias de cultura com meio de cultura especifico para CTM.

Na figura 4 estao representados em A: distribuicdo das células
linfomononucleares apds a dissociacdo enzimatica em grafico de dispersdo por
tamanho e granulosidade das mesmas. Em B, a populacdo de células, sem marcador
especifico, considerado como controle negativo. A barra com a denominacdo M1
delimita a area correspondente ao pico das células que expressam marcadores
positivos para CTM. Em C, o resultado da expressdo de CD34 onde foi observada uma

reatividade de 1,70% em média, resultado este esperado para esta amostragem.

Na analise da tabela 1 pode-se observar que o critério da ISSCR que preconiza a
utilizacdo de marcadores positivos e negativos estd respeitada no presente estudo. Os
marcadores CD34 e CD45 sao considerados negativos e os marcadores CD 44 e CD90,
como positivos. Kolf et al (2007) publicam em revisdo, a dificuldade de se utilizar
marcador de superficie para caracterizagdio de CTM, em fun¢do da origem das
mesmas, do tipo de animal que estd sendo utilizado e da disponibilidade/
indisponibilidade de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromo para uso em
citometria de fluxo. Analisando-se os resultados deste trabalho, como os resultados
mais consistentes foram obtidos com anti-CD90, tendo em vista de que foi o marcador
disponivel para o mercado e especifico para rato. Os demais eram anticorpos de outras
espécies animais, cujo fabricante descrevia reacdao cruzada com ratos. O desempenho
do marcador CD90, com 98,7% em média, de positividade ndo deixa duvidas sobre o

perfil das CTMs.




FLI-M
A= grafico de dispersido das LMN; B= controle negativo; C=CD34; D= CD45 pré-plaqueamento; E= CD44 e
em F= CD90 pds amplificagdo em cultura

Figura 4 — Graficos das analises por citometria de Fluxo com marcadores fluorescentes.

O terceiro critério de comprovacao do perfil das CTM-TA utilizado foi a
capacidade de diferenciacdo em 3 diferentes tecidos. Comprovou-se a capacidades das
células amplificadas em se diferenciar com meios condicionados em condrécitos,
osteoblastos e adipdcitos. A comprovacao foi realizada pelo método de citoquimica
utilizando Alizarin Red para diferenciacdo osteogénica, QOil red para adipogénica e

Alcian Blue.
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Figura 5 — Aspecto da coloracdo por citoquimica com Alizarin Red de CTM com
diferenciacdo osteogénica

7.2 Variagao de Peso dos animais

A literatura indica a perda de peso dos animais submetidos a instilagdo com
bleomicina intratraqueal (Rossari, 2004). Para verificar este dado, os animais, mantidos
em condi¢bes idénticas, foram pesados em 3 momentos: DO, D14 e D28. A hipdtese
deste trabalho era de que a fibrose pulmonar induzida por bleomicina diminuiria o de
peso dos animais, que poderia ser re-estabelecido com a terapéutica com CTM. A
analise estatistica evidenciou diferencas significantes, p<0,0001 em DO, visto ndo
houve a decisdao de parear os animais por peso. Quando comparados o peso dos
animais dos grupos G1Bleo-soro G2 soro-soro, ndao houve diferenga estatistica, p>
0,05, o mesmo ocorrendo entre G3 bleo-CTM e G4 soro-CTM. As comparac¢des entre 0s
diferentes grupos em D+28 também nado identificou diferenga estatistica significante,

grafico 1 (dados originais, apéndice 1).
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GRUP 2= SO0 = SOROD (PESO)
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Grafico 1 — Analise estatistica do peso dos animais (em gramas) em 3 momentos, nos
diferentes grupos analisados.

Martinez (2008) publica que o uso isolado da bleomicina estd associado a perda
significativa do peso corporal total e a uma alta taxa de mortalidade (40%) em
comparagao aos grupos controles . Os dados do presente estudo nao corroboram os
resultados daquele autor, pois a taxa de mortalidade no presente estudo, foi baixa e
nao houve diferencga estatistica significante com relagdo ao peso.Durante os 28 dias de
monitoramento registraram-se duas perdas em diferentes grupos (2/60 ou 3,33%), no
momento da instilacdo da bleomicina, podendo estar relacionados com o processo de
anestesia ou ao quimioterdpico propriamente dito. Nao foi registrado nenhum d&bito
entre os animais nos dias subsequentes a instilacdo de bleomicina, nem processo

infeccioso sistémico.
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7.3 Variagao de Saturacao

Para monitorar a Fibrose induzida utilizou-se a saturometria, com equipamento
pediatrico BCI 3.300 hand —held pulse oximeter® fixando o sensor na por¢dao proximal
da cauda. A hipdtese formulada era de que a mesma diminuiria com a instalacdo do
processo de fibrose, e que ocorreria a recuperagao dos indices de saturagdo com uso
da CTM-TA. Este fato seria um indicador de melhora clinica e andtomo-patoldgica. Os
dados obtidos confirmam a queda do indice de saturacdo em animais em que foi
instilada a bleomicina (G1Bleo-soro e G3 Bleo-CTM). Em DO, ndo foram registradas
diferencas estatisticamente significativa entre os grupos, como esperado (p=0.6313).
As analises estatisticas da saturometria em D14 entre os grupos G2/ G3 e G2/G4
mostram diferencgas significantes com p<0,05. Em D+28 p <0,049, muito significante

(apéndice2, planilha de dados primarios da saturometria dos animais).

Grafico 2 - Média do indice de Saturacdo nos diferentes grupos em D14 e D28.

Os dados obtidos apontando a supremacia do grupo controle G2 soro-soro
sobre os demais, inclusive sobre o grupo G4 soro-CTM. Isto pode ser explicado pelo
fato de que os animais foram manipulados em biotério convencional sem ar filtrado.
No entanto, pode ser observada uma recuperacao dos indices de saturometria dentro
dos grupos, segundo o momento a ser analisado (D+14, ou D+28), mesmo em G1 bleo-

soro. Este resultado é esperado, pois King (2011) aponta que uma das limitagdes do




modelo de fibrose pulmonar com uso da bleomicina é a potencial recuperacao
espontanea, no entanto, trata-se do modelo mais utilizado. A decisdo, neste
experimento, de sacrificio em 28 dias, se deu basicamente por este fato. Ou seja, para
intervencdo com as CTM antes do inicio da regressdo espontdnea. Na realidade,
muitos outros autores fazem a critica aos modelos animais de FP, que ndo retratam

com fidelidade o intrincado mecanismo que ocorre em seres humanos.

7.4  Analise Macroscopica

A anadlise macroscopica do pulmao levou em conta as seguintes caracteristicas:
a arquitetura, proporgdo, coloracao e superficie e confirmou as alteragdes esperadas e

descritas pela literatura (Singh et al 2005; Hubner et al, 2008).

Para o grupo 1 (bleo-soro), onde foi induzida a fibrose e ndo houve a infusdo de
CTM-TA, dos 15 animais iniciais ocorreu em DO a perda um deles pois o animal foi a
Obito, 2 minutos apds a instilacdo da bleomicina. Dos 14 animais vivos até o final do
experimento (D28), as analises macroscopicas evidenciaram alteragées em 100% dos
pulmdes, e os mesmos puderam ser divididos em 4 grupos de acordo com o grau de

progressdo das lesdes macroscdpicas identificadas, figura 6.
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Figura 6 - Classificacdo dos graus de fibrose segundo a andlise macroscépica dos
pulm&es dos animais do grupo G1(Belo-soro) em D28. A= grau I(leve); B= grau
moderado (intermedidrio); C= grau Il avancado e D = grau avangado com
complicacoes




Foi identificado apenas 1 animal/14 (7,14%) que apresentava poucas placas em
superficie e mantinha as demais caracteristicas macroscopicas de um pulmao

saudavel, figura 6A.

Dois animais apresentaram grau Il moderado ou intermedidrio (N = 2/14)
correspondendo a 14,28% do grupo, com placas por toda a superficie, alteragdo de
coloracdo, porém mantinham a proporcionalidade e arquitetura pulmonar. Ao toque o

tecido pulmonar se mostrava fridvel, figura 6B.

Na classificagdo grau Ill ou avangado (N = 3/14, ou 21,42%) os pulmdes
apresentavam placas por toda a superficie, evidente alteragdo de cor, observando-se
perda de proporcao e da arquitetura pulmonar, além do tecido ser bastante fridvel,

figura 6C.

A maior parte dos animais (57,14%) desenvolveu uma fibrose grau IV, avangada
com complicacBes (8/14). Observaram-se placas por toda a superficie, com alteragdo
de coloragdo, ocorrendo perda de proporcao e arquitetura, tecido bastante fridvel

sendo que em 6 animais foram detectados varios pontos de necrose,figura 6D.

Para o Grupo 2(soro-soro), portanto para estes animais nao houve a inducdo da
fibrose e nem o uso de CTM-TA. Este grupo corresponde ao grupo controle, ndo tendo
sido registrado nenhuma intercorréncia. Foram avaliados os 15 animais do grupo
controle sendo que os pulmdes apresentaram preservagao de arquitetura, proporgao,

coloracdo e superficie, imagem abaixo:




Figura 7 — Aspecto da analise macroscépica de pulmao de animal integrante do Grupo
G1(soro-soro). Controle normal.

O grupo experimental, G3 (bleo-CTM), cujos animais sofreram a FP induzida
pela instilacdo traqueal da bleomicina, tiveram em D+14 a infus3o de 1X10° CTM-TA
infundidas por veia caudal. Este grupo teve a perda de 1 animal em DO, 1 minuto apds

a instilacdo da bleomicina, fato este semelhante ao ocorrido em G1.

Nos pulm&es dos 14 animais vivos até o final do experimento (D+28)
observaram-se em 100% dos espécimes: auséncia de placas em superficie, preservagao
de arquitetura e proporcdo e um parénquima nao friavel. A coloracdo rdsea viva com
superficie mais brilhante chamava a atencdo. Em 50% dos casos além das
caracteristicas citadas era perceptivel alguns pequenos pontos necréticos com

aparente recuperacgao circunjacente, figura 8.
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Figura 8 - Andlise macroscdépica dos pulmdes dos animais do grupo G3 (Bleo-CTM-TA)
em D28 com arquitetura, proporcao e coloracdo preservadas. A e B representam
diferentes animais. Em B observam-se pontos de necrose com tecido recuperado
circunjacente.

No grupo 4 (soro-CTM) nos quais os animais foram expostos ao mesmo estresse
de manipulacdo em DO, pela instilacdo intratraqueal de soro fisioldgico e em D+14
receberam quantidades semelhantes de CTM-TA em relagdo ao grupo G3 também nao
foi observado nenhum 6ébito entre os 15 animais do grupo. Os pulmdes dos animais
deste grupo apresentaram preservagao de arquitetura e proporc¢do e coloracao résea
mais intensa, superficie mais brilhante e como esperado, o tecido ndo era fridvel,

figura 8.
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Figura 8 — Andlise macroscépica dos pulmdes dos animais do grupo G4(soro-CTM-TA)
com tecido normal, arquitetura, proporcao e coloracdo normais.

7.5. Analise Histoldgica Pulmonar
7.5.1. Coloragdo por Hematoxilina-eosina

Esta analise foi realizada em estudo duplo cego através da interpretacdo de
dois patologistas especializados em histopatologia pulmonar. As andlises envolveram
coloracdo classica de hematoxilina-eosina e citoquimica de Picrossirius. A avaliacdo da
inflamagdao perivascular utilizou o sistema semiquantitativo de avaliagdo
histopatoldgica para inflamacdo perivascular descrito por Singh conforme descrito no
de materiais e métodos, enquanto que a quantificacdo da fibrose pulmonar valeu-se
da escala de Ashcroft modificada por Hiibner. A planilha individual dos animais de cada

grupo encontra-se no apéndice 3.

No grupo G1 (bleo-soro) nota-se um padrdao de fibrose pulmonar difuso,
tendendo a regido subpleural, porém sem a formacdo franca de massas (exceto caso
15), e sim uma caracteristica apresentacdo de remodelamento parenquimatoso
sacular, onde os alvéolos mostram grande espessamento septal formando a aberrante
estrutura sacular nao funcional. A inflamagdo é acentuada e acomete principalmente
os vasos periféricos, os quais mostram grande hipertrofia da camada média. Também

ha franca bronquite e bronquiolite com destruicao epitelial Intensa.
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A B
C D
E F

Figura 9 — Padrdao de fibrose pulmonar - Aspecto histolégico, com coloracao em HE,
representativa do grupo G1(bleo-soro). Em A = Espessamento septal difuso sem formacgao
de massas fibroticas. Em B = Espessamento septal difuso acometendo mais regido
subpleural (seta). Em C = Padrdo de remodelamento parenquimatoso sacular (elipses). Em
D = Auséncia de inflamacdo de vaso peribronquiolar (seta) e inflamacdao perivascular
periférica intensa (cabeca de seta). Aumento 10x. Em E = Vaso em maior aumento,
acometido de inflamacgao (40X). Em F = Bronquite cronica intensa com destruicao epitelial
e da camada muscular (seta). 40x
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Na andlise histomorfolégica do grupo G2 (soro-soro), observa-se uma fibrose
mais densa com acometimento difuso, mas com mais foco peribrénquico e
bronquiolar, além do subpleural. O remodelamento parenquimatoso acomete quase
todos os septos e observa-se na fronteira entre as areas de massa fibroticas e septos
levemente espessados estruturas fibréticas semelhantes a focos fibroblasticos, nos
quais ocorre a ativacao miofibrobldstica e progressdao da fibrogénese pulmonar. A
inflamacdo é leve a moderada e eventualmente acompanha os vasos, os quais estdo
muitas vezes com hipertrofia da média. Percebe-se franca bronquite e bronquiolite

com destruicdo epitelial intensa (figuras 10 e 11).

A B

Figura 10 - Aspecto histoldgico, com coloracdo em HE, representativa do grupo G2 (soro-
soro). A = Grande drea fibrdtica continua com completa perda da arquitetura pulmonar.
10x; B = Interface entre dreas fibréticas e parénquima pulmonar com espessamento
septal. 10x; C= Maior acometimento fibrotico peribronquiolar, com septos alveolares
anormalmente espessados. 10x; D = Estrutura matricial com miofibroblastos ativos,
provavel foco fibroplastico da Fibrose Pulmonar Idiopatica (seta). 40x
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Figura 11 - Aspecto histoldgico, com coloracdo em HE, representativa do grupo G2(soro-
soro). E = Regido com a estrutura matricial fibrética, miofibroblastos em paralelo a
hiperplasia de pneumdcitos tipo Il. Aumento 40x. F = Hipertrofia da camada média dos
vasos periféricos. Aumento 40x; G = Bronquite cronica ativa com destruicdo do epitélio e
camada. Aumento 10x e H = Acumulo eventual focal de macréfagos alveolares em area
pouco acometida. Aumento20x.

A observacdo histomorfoldgica do grupo G3(bleo-CTM) identifica notavel
reducao da fibrose, porém na maioria dos casos notam-se ainda massas fibroticas
isoladas. Os septos ora se apresentam com estrutural habitual fina e delicada, ora
mostram diferentes graus de espessamento até formarem verdadeiras massas
fibroticas densas. Ndo se observam septos alveolares anémalos ou arquitetura septal
anormal nas dreas preservadas. Notam-se macréfagos com citoplasma finamente
granular azulado de entremeio a algumas regides fibréticas e perivascular, podendo
representar algum pigmento exdgeno e/ou bactérias ou outros. A inflamagdo é

centrada no eixo broénquio-bronquiolo vascular caracterizada por células
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mononucleares e epitélio-tropismo. Broncopneumonia foi identificada em alguns casos
por infiltrado inflamatério neutrofilico intrabronquial, abscesso intra-epitelial e sua
consequente pneumonia organizante. Nota-se hipertrofia da camada média das
arteriolas e artérias pulmonares, talvez em menor grau que 0s outros grupos.
Interessantemente houve uma “hiperplasia” de suas células endoteliais, as quais se
mostram muito bem definidas e “saudaveis”. Houve hiperplasia mesotelial focal,

geralmente associada a areas fibréticas.
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Figura 12 — Histomorfologia grupo G3(bleo-CTM) com coloracdo de Hematoxilina-
eosina

A = massa fibrética Unica composta por (mio) fibroblastos, matriz extracelular e vasos.
Vaso com moderada hipertrofia da média e células endoteliais preservadas (cabeca de
seta). Macréfagos microvacuolizados basofilicos estdo distribuidos pela massa (seta).
Aumento 20x. B = Estruturas semelhantes a focos fibroblasticos estdo presentes em
algumas massas fibréticas. Aumento 20x. C= Septos alveolares de aspecto habitual
com dreas contiguas de espessamento discreto adjacente a dareas de septos com
moderado espessamento. Aumento 10x. D= Eixo bronquiolo-vascular preservado em
discreto espessamento septal adjacente. Hipertrofia da camada média do vaso e seu
endotélio hiperplasico. Aumento 20x. E= Hiperplasia mesotelial adjacente a darea
fibrotica. Aumento 20x. F = Area de Bronquiolite intensa com preenchimento da luz
por proliferacdo miofibroblastica (pneumonia organizante). Aumento 10x. G =
Abscesso intraepitelial bronquiolar. Aumento 40x.
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A B C
D E F
G

Figura 13 — Histomorfologia grupo G3(bleo-CTM) com coloracdo de Hematoxilina-
eosina

A = Pneumonia organizante classica. Aumento 40x; B = Interface entre drea septal mais
preservada e drea com nitido espessamento. Aumento 20x; C= Area septal com
alteragdes matriciais minimas. Aumento 40x; D= Espessamento septal continuo.
Aumento 40x; E= Area focal de espessamento septal continuo e dreas nodulares
adjacentes. AumentolOx; F= Eixo brdnquio vascular preservado. Discreto
espessamento septal focal. Aumento 20x; G = Area septal preservada. Minimas areas
com espessamento focal. Aumento 10x

O grupo controle G4 (soro-CTM) apresentou aspectos histomorfolégicos onde
percebe-se uma atenuacdo importante da fibrose, sem a formacdo de massas
fibroticas, exceto para o pulmdo de um dos animais (animal 11). A maior parte dos
septos apresenta seu aspecto delicado habitual ou com alteragées minimas. Ja outras
areas ha um espessamento maior e eventualmente com a presenga de pequenos
nodulos fibroticos. A inflamagdo é moderada com acometimento perivascular variavel.
Nota-se intensa bronquite e bronquiolite cronica em atividade, denotando estimulo
antigénico importante. Observam-se sinais de hipertensdo pulmonar, mas parecem em

menor grau.
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Figura 14 — Histomorfologia grupo G4(soro-CTM) com coloracdo de Hematoxilina-
eosina.

A=Septos alveolares de aspecto delicado fino habitual ou com alteragdes minimas no
componente intersticial. Intenso infiltrado inflamatdrio perivascular (setas). Aumento
10x; B = Bronquiolo terminal e bronquiolo respiratorio de aspecto habitual. Aumento
10x; C = Intensa bronquite cronica em atividade. Destruicdo da camada muscular (seta)
e infiltracdo intraepitelial (cabeca de seta). Aumento 10x; D = Interface entre areas de
aspecto habitual com dreas de espessamento continuo do septo alveolar. Eixo
bronquiolo vascular ndo esta acometido por processo inflamatério (setas). Aumento
10x; E = Arteriola com hipertrofia da camada média e intenso processo inflamatério
perivascular. Pouco espessamento nos septos ao redor. Aumento 40x
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7.5.2. Coloragao Tricromico de Picrosirius

O método de coloracgdo por Tricrdmico de Picrosirius consiste na colora¢cdo em
vermelho pelo Sirius Red da proteina coldgeno, presente nas fibras coldgenas,
reticulares, cartilagens e nas membranas basais. Quando associada a microscopia de
polarizagdo, possibilita a visualizacdo de coldgeno pela organizacdo paralela das
moléculas de tropocolageno. As fibras de colageno tipo | apresentam coloracdao que
varia do vermelho ao amarelo brilhante com intensa birrefringéncia. O colageno tipo Il
apresenta birrefringéncia menos intensa e coloracdo amarelo palida. O colageno tipo

[Il aparece como fibras delicadas de coloracdo esverdeada (Junqueira et al, 1979).
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A andlise do grupo G1(Bleo-soro) evidencia em na figura 15 A massa fibrética
com espessamento e distorcdo septal intensa evidenciados pela coloracdo de
Picrosirius sob luz polarizada. Note o remodelamento parénquimatoso determinado
pela deposicdo de fibras coldgenas espessas como o colageno | (vermelho e amarelo) e
fina como o colageno Il (verde), no aumento de 200 vezes. Na mesma figura, em B,
massa fibrética confluente e extensa, em C remodelamento parénquimatoso intenso
por abundante deposicdo de colageno, espessamento septal e distorcdo do eixo
bronquiolo alveoloar. Em D remodelamento parenquimatoso e espessamento pleural
adjacente. Na figura 15 E, aspecto de espessamento septal envolvendo pequeno
bronquiolo e distorcendo a arquitetura pulmonar habitual. Em F, interface entre massa

fibrética confluente e estruturas septais distorcidas (linha tracejada).

Figura 15 — Histomorfologia grupo G1(bleo-soro) com coloracdo tricromica de
Picrosirius. Aumento de 200 X, barra de 50um.




No grupo G2(soro-soro) apesar da analise cldssica por hematoxilina-eosina
evidenciar estrutura matricial fibrética, miofibroblastos em paralelo a hiperplasia de
pneumdcitos tipo Il e quadro de bronquite cronica ativa com destruicao do epitélio e
camada, a coloracdo tricromica evidencia na figura 16 A Parenquima pulmonar de
aspecto habitual. Pontual deposicao de matriz extracelular remetendo os achados
iniciais as condi¢des de biotério convencional em que os animais foram mantidos.
Estas condicdes podem ter determinado quadros de bronquites, bronquiolites e até
pneumonias em funcdao da instilagdo intratraqueal utilizada, que neste grupo,
correspondeu ao soro fisioldgico. A provavel contaminacdao vem do ambiente de
manipulacdo. Em B, parénquima e pleura de aspecto habitual. Focal deposicdo de
colageno. Note como a pleura mostra se delicada e se conecta aos septos de maneira
harmoénica e em C eixo bronquiolo alveolar de aspecto habitual. Os bronquiolos sdo
envolvidos por um esperado arcabouco de fibras coldgenas. Os septos ancoram os

bronquiolos sem causar distor¢do da arquitetura.

Figura 16 — Histomorfologia grupo G2(soro-soro) com coloracdo tricrbmica de
Picrosirius. Aumento de 200 X, barra de 50um.
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No grupo estudo denominado G3(bleo-CTM), onde andlises por hematoxilina-
eosina evidenciavam a regressao do quadro de fibrose com a permanéncia de massas
fibroticas isoladas, ndo se observando anomalias de septos, a coloracao especifica,
tricromica de Picrosirius mostra estrutura alveolar de aspecto preservado, entretanto
com moderada deposicao de fibras colagenas (figura 17 A), como esperado, uma vez
gue a infusdo de CTM-TA foi realizada com objetivo de analisar a contribuicdo, sem
efetivo ajuste de dose, como a concentracao de células, que foram injetadas por veia
caudal. Como muitos trabalhos mostram, a efetividade do uso das CTM é dose
(numero) dependente. Provavel aumento da concentracdo de células mesenquimais
injetadas pudesse, no mesmo tempo, trazer um beneficio maior. Observa-se na figura
17 B bronquiolo de aspecto habitual. Note que os alvéolos adjacentes mostram algum
grau de espessamento septal com deposicdo de fibras colagenas. Em C Pleura de
aspecto habitual com sua arquitetura delicada de deposicdao de matriz extracelular.
Contudo o parénguima pulmonar periférico apresenta espessamento septal devido a
presenca de fibras coldgenas. Em D pequeno bronquiolo com discreto espessamento
peribronquiolar, mas sem distor¢cdo da arquitetura. Septos com leve espessamento.
Em E parenquima pulmonar periférico mostra arquitetura preservada. A deposicao de

fibras coldgenas nas paredes septais é marcante.

A B C

Figura 17 — Histomorfologia grupo G3(bleo-CTM) com coloragdo tricrbmica de
Picrosirius. Aumento de 200 X, barra de 50um.
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No grupo G4 (soro-CTM), onde na macroscopia se observou aspecto normal do
pulmdo e na analise por hematoxilina-eosina alteragdes minimas, entre elas infiltrado
inflamatédrio justificavel pelos motivos acima descritos que se referem ao tipo de
ambiente da manipulacdo, do biotério, e das condi¢Ges de instilacdo intra-traqueal,
estes achados foram confirmados pela coloragao de picrosirius, sendo que na figura 18
A observa-se leve espessamento septal margeado por deposicao “em dot” de fibras
colagenas. Em B, leve a moderado espessamento septal margeado por deposicdo “em
dot” de fibras colagenas, em C, eixo bronquiolo alveolar preservado (seta). Os septos
espessados com fibras colagenas nas suas bordas se mantém e em D pleura de aspecto

habitual. Os septos espessados com fibras colagenas nas suas bordas se mantém.

A B

<

Figura 18 — Histomorfologia grupo G4 (soro-CTM) com coloragdo tricromica de
Picrosirius. Aumento de 200 X, barra de 50um.
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8. Conclusao
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A partir do exposto, e com base nos objetivos propostos para este trabalho,

concluimos:

1. A terapia celular com célula-tronco mesenquimal de tecido adiposo
interfere positivamente no controle do processo da fibrose pulmonar, em

modelo animal, induzida pela bleomicina.

2. A instilacdo intrataqueal de bleomicina na dose de 1,5U/Kg de peso
determinou fibrose pulmonar em 100% de ratos albinos, da linhagem
Wistar, sendo que em 57,14% dos animais o grau de fibrose pulmonar foi

V.

3. Foi obtido, expandido em cultura e caracterizado com sucesso as CTM-TA
de ratos, a partir de uma média 3, 35g de gordura da parede abdominal dos
animais. Este fragmento digerido por colagenase tipo | obteve em média
5,3 X 10* células linfomonucleares. As LMN expandidas em culturas até a 82
passagem aderiram ao pldstico determinando o aparecimento de unidades
formadoras de col6nias fibroblastdides e se diferenciaram, em meios de
cultura condicionados, especificos, em adipdcitos, condrdcitos e
osteoblastos/ostedcitos. O Perfil fenotipico das CTM-TA foi confirmado por
citometria de fluxo com a expressao de 98,97% de CD90 e 1,70% de CD34,

além de outros marcadores.

4. A instilacdo de bleomicina intratraqueal comprometeu o indice de

saturacao dos animais.

5. A infusdao de CTM alogénicas por via caudal ndo determinou ébito em

nenhum animal.
6. Andlises histoldgicas confirmaram o padrado de fibrose pulmonar.

7. Ainfus3o de 1 X 10° células por veia caudal recuperou o indice de saturacdo
nos animais. A infusdo de CTM agiu de forma efetiva na diminuicdo do grau
de fibrose. Nao foram identificados aspectos histolégicos compativeis com

rejeicao (DECH), apesar da infusdo alogénicas de CTM-TA.
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A partir dos promissores resultados obtidos neste estudo, acreditamos que a
CTM-TA mereca ser considerada em futuros estudos abordando o tratamento de
fibrose pulmonar, ndo sé por seus efeitos diretos na remodela¢do do tecido, enquanto
unidade funcional propriamente dita (célula), mas em especial por seus efeitos
paracrinos, como a producado de citocinas, quimiocinas, inibidores e moduladores do

dano tecidual.
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Apéndice 1 — Controle do peso dos animais, em gramas, segundo o dia de avaliacao

Gl

G2

Bleo-soro DO D14 D28 SOro-soro DO D14 D28
R1 315,4 345 397,5 R1 307,8 337 380,4
R2 303,5 319 362,8 R2 338,6 344 385,1
R3 305,7 323 339,9 R3 315,4 353 394,6
R4 289,5 305 361,5 R4 249,3 284 334,1
R5 289,2 210 204,8 R5 286,6 315 353,9
R6 286,2 289 311,5 R6 332,9 358 393,5
R7 306,4 321 337,4 R7 283,6 284 316,2
R8 286,5 302 329,9 R8 310,5 334 376,5
R9 363,7 382 436,2 R9 284,4 305 330,1

R10 332,5 334 384,9 R10 315,2 390 441,5
R11 336,7 317 372,3 R11 291,8 334 366,1
R12 303,1 288 327,6 R12 288,5 316 344,7
R13 279,3 276 324,1 R13 291,4 333 392,9
R14 288,2 obito obito R14 343,1 332 359,9
R15 287,3 279 303,1 R15 292,4 334 366,1
G3 G4

Bleo-CT DO D14 D28 soro-CT DO D14 D28
R1 281 346 415 R1 279 353 417
R2 Obito obito obito R2 245 285 318
R3 276 326 372 R3 192 237 285
R4 265 309 364 R4 264 345 390
R5 269 343 413 R5 257 332 370
R6 249 296 366 R6 240 307 350
R7 255 309 386 R7 236 294 346
R8 257 275 352 R8 244 310 355
R9 244 315 367 R9 308 409 460
R10 255 267 335 R10 283 349 386
R11 260 322 387 R11 268 344 383
R12 238 318 401 R12 285 368 430
R13 288 357 416 R13 240 316 375
R14 241 291 345 R14 258 341 378
R15 260 310 362 R15 279 379 434




Apéndice

89

Apéndice 2 — Controle da saturometria dos animais, segundo o dia de avaliagao

Saturometria

Blef-ioro DO D14 D28 sorf—ioro DO D14 D28
R1 71 86 81 R1 80 85 88
R2 81 78 85 R2 81 83 86
R3 77 84 94 R3 84 83 89
R4 79 86 83 R4 88 80 83
R5 74 71 86 R5 84 86 82
R6 80 88 81 R6 86 89 85
R7 73 81 82 R7 76 86 90
R8 82 77 88 R8 96 87 83
R9 97 80 80 R9 81 82 84
R10 81 72 78 R10 83 79 84
R11 86 81 80 R11 85 87 80
R12 79 85 78 R12 80 82 83
R13 83 82 79 R13 75 81 82
R14 98 0 0 R14 88 84 87
R15 81 80 82 R15 76 82 81
G3 G4

Bleo-CT DO D14 D28 soro-CT DO D14 D28
R1 78 77 79 R1 82 83 77
R2 0 0 0 R2 77 88 78
R3 76 81 85 R3 85 80 74
R4 84 81 77 R4 82 80 77
R5 76 78 86 R5 84 82 80
R6 82 79 86 R6 83 79 76
R7 85 80 72 R7 79 76 78
R8 94 73 80 R8 74 83 92
R9 77 81 78 R9 80 74 83
R10 79 82 79 R10 83 78 80
R11 80 72 94 R11 76 77 80
R12 81 80 78 R12 82 80 88
R13 81 79 84 R13 87 80 72
R14 83 81 84 R14 78 79 79
R15 89 88 81 R15 72 77 72
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Apéndice 3 - Escores referentes a andlise dos cortes histolégicos dos pulmdes, animal

por animal, em cada um dos grupos segundo a classificacdo de Ashroft modificada por

Hubner
FIBROSE INFLAMACAO
Animal G2 G1 G3 G4 G2 Gl G3 G4
soro-soro | bleo-soro | bleo-CTM | soro-CTM | soro-soro | bleo-soro | bleo-CTM |soro-CTM
1 4 5 3 2 0 0 2 2
2 5 5 3 = 0 0 2 =
3 4 4 3 4 2 0 1 1
4 3 3 3 4 2 1 2 1
5 3 5 2 2 2 1 1 2
6 3 5 3 4 2 2 0 2
7 3 4 2 4 2 2 2 3
8 3 3 2 4 2 2 0 2
9 3 4 3 4 2 2 2 3
10 4 5 3 2 1 2 2 3
11 5 5 4 3 1 1 3 3
12 3 5 3 3 2 0 1 1
13 4 5 3 3 1 2 1 2
14 4 - 3 3 2 - 2 1
15 5 3 2 4 1 0 2 1




