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RESUMO

OLIVEIRA, RG. Terapia celular com células estromais mesenquimais
alogénicas e xenogénicas em modelo experimental de enfisema pulmonar
induzido por elastase ou fumaca de cigarro. 2018. 96 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2018.

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbénica (DPOC) é caracterizada por uma limitacédo
as trocas gasosas, associada a uma resposta inflamatoria anormal dos pulmdes a
particulas e gases nocivos e representa um importante problema de saude publica
mundial. O enfisema, dentro do espectro da DPOC, apresenta como principal
caracteristica, o aumento dos espacos aéreos distais ao bronquiolo terminal,
resultantes da destruicdo das paredes alveolares, sem fibrose pulmonar significativa.
A fumaca de cigarro representa o principal agente etioldgico relacionado a DPOC,
sendo que cerca de 85% dos casos da doenca obstrutiva pulmonar estao
associados ao habito tabagico. Apesar da incorporacdo de novas estratégias
terapéuticas e de reabilitacdo, ndo se obteve até o presente uma forma de
tratamento clinico eficaz. Neste contexto, as células estromais mesenquimais
representam uma nova alternativa terapéutica interessante e promissora. O objetivo
deste projeto foi avaliar a eficacia terapéutica resultante do emprego da terapia
celular alogénica e xenogéncia com células estromais mesenquimais de tecido
adiposo (ASC) em modelo experimental de inducdo de enfisema pulmonar por
instilacdo de protease ou por exposicdo a fumaca de cigarro. Ao final dos protocolos
de inducdo do enfisema pulmonar os animais foram tratados com células estromais
mesenquimais oriundas do tecido adiposo de humanos, ratos, camundongos ou
porcos. Foram realizadas andlises de mecéanica ventilatdria, analises morfolégicas e
histol6égicas com material biolégico dos diferentes grupos experimentais, como
também a caracterizacdo quanto aos marcadores de superficie e diferenciacdo
celular in vitro ASC. A partir dos resultados obtidos nos testes respiratérios, néo foi
possivel observar diferenca entre os grupos controle e tratados, seja por instilagéo
de elastase ou por exposicdo a fumaca de cigarro. Entretanto, para os animais do
grupo pASC, expostos a fumaca de cigarro, foi observado melhora na morfologia
pulmonar apods tratamento com ASC de porcos. A analise diferencial das células

inflamatorias presentes no lavado broncoalveolar (LBA) revelou a auséncia de um



quadro inflamatorio caracteristico de um enfisema pulmonar. As células isoladas das
diferentes fontes apresentaram caracteristica morfoldgica tipica de ASC, capacidade
de diferenciacdo nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica, como
também apresentaram baixa contaminacdo por outros tipos celulares no teste de
citometria de fluxo. O transplante alogénico e xenogénico de ASC representa uma
proposicdo inédita em termos de terapia celular com células estromais
mesenquimais em modelo experimental de enfisema pulmonar. Os protocolos para
inducdo do enfisema pulmonar adotados ndo permitiram a deteccdo morfoldgica e
funcional da doenca. Da mesma forma, ndo foi possivel verificar eficacia terapéutica
das ASC no parénquima pulmonar dos animais, apés a infusdo de células
alogéncias e xenogénicas. Em funcdo destes resultados, deve-se considerar a
necessidade de revisdo dos protocolos, bem como a padronizacdo dos parametros

metodoldgicos para inducdo do enfisema pulmonar em modelos experimentais.

Palavras-chave: Terapia celular. Células estromais mesenquimais. Tecido adiposo.

Mecanica ventilatoria. Caracterizacéo celular.



ABSTRACT

OLIVEIRA, RG. Cell therapy with allogeneic or xenogeneic mesenchymal
stromal cells in an experimental model of pulmonary emphysema induced by
elastase instillation or cigarette smoke exposure. 2018. 96 p. Masters thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2018.

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is characterized by a limitation of
gas exchange associated with an abnormal inflammatory response of the lungs to
harmful particles and gases and represents a major public health problem worldwide.
Emphysema, within the spectrum of COPD, presents as the main characteristic, the
increase of the air spaces distal to the terminal bronchiole, resulting from the
destruction of the alveolar walls, without significant pulmonary fibrosis. Cigarette
smoke represents the main etiological agent related to COPD, and about 85% of the
cases of obstructive pulmonary disease are associated with smoking. Despite the
incorporation of new therapeutic and rehabilitation strategies, a form of effective
clinical treatment has not yet been obtained. In this context, mesenchymal stromal
cells represent a new interesting and promising therapeutic alternative. The objective
of this project was to evaluate the therapeutic efficacy resulting from the use of
allogeneic and xenogeneic cell therapy with adipose-derived stem cells (ASC) in an
experimental model of pulmonary emphysema inducted by protease instillation or
cigarette smoke exposure. At the end of the protocols for induction of pulmonary
emphysema, the animals were treated with adipose-derived stem cells from humans,
rats, mice or pigs. Ventilatory mechanics analyzes, morphological and histological
analyzes with biological material of the different experimental groups were
performed, as well as the characterization of surface markers and in vitro cellular
differentiation ASC. From the results obtained in the respiratory tests, it was not
possible to observe difference between the control and treated groups, either by
instillation of elastase or exposure to cigarette smoke. However, for animals of the
pPASC group exposed to cigarette smoke, an improvement in lung morphology was
observed after treatment with ASC of pigs. Differential analysis of the inflammatory
cells present in bronchoalveolar lavage (BAL) revealed the absence of an
inflammatory condition characteristic of pulmonary emphysema. Cells isolated from

the different sources presented a typical morphological characteristic of ASC,



differentiation capacity in the adipogenic, osteogenic and chondrogenic lines, and
presented low contamination by other cell types in the flow cytometry test. The
allogeneic and xenogeneic ASC transplantation represents an unprecedented
proposition in terms of cell therapy with mesenchymal stromal cells in an
experimental model of pulmonary emphysema. The protocols for induction of
pulmonary emphysema adopted did not allow the morphological and functional
detection of the disease. Likewise, it was not possible to verify the therapeutic
efficacy of ASCs in the pulmonary parenchyma of the animals after the infusion of
allogeneic and xenogenic cells. Due to these results, consideration should be given
to the need to review the protocols, as well as standardization of methodological

parameters for induction of pulmonary emphysema in experimental models.

Keywords: Cell therapy. Mesenchymal stromal cells. Adipose tissue. Ventilatory

mechanics. Cell characterization.
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1 INTRODUCAO

Em 1998, o programa Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD) foi criado com o intuito de elaborar um relatério contendo as estratégias
para o diagnoéstico, conduta e prevencdo da Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica
(DPOC), com base nas melhores informacdes cientificas disponiveis. Segundo o
relatério de 2017 (GOLD, 2017) a DPOC é definida como uma “doenga comumente
prevenivel e tratavel, caracterizado por sintomas respiratorios persistentes e
limitagdo do fluxo aéreo, devido a anormalidades das vias aéreas e/ou alveolares,
normalmente causadas por exposi¢ao significativa a particulas ou gases nocivos”.
Caracteriza-se, ainda, por uma limitacdo de troca gasosa lenta e obstrutiva, com
aceleracdo da perda da fungdo pulmonar, que culmina em incapacitacado e,
consequentemente, morte prematura (ANTUNES; SILVA; ROCCO, 2017; GEIGER;
HIRSCH; HERMANN, 2017; GOLD, 2017; HE et al., 2015; JARDIM et al., 2007,
KRUK et al., 2018; RIBEIRO-PAES et al., 2009).

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) é considerada um grave
problema de saude publica, apresentando alta prevaléncia e consideravel impacto
econdmico e social (CHENG et al., 2017; GOLD, 2017; KIM et al., 2015; LONGHINI-
DOS-SANTOS et al.,, 2018; MURRAY; LOPEZ, 1997). Atualmente, a DPOC é
considerada a quarta causa de morte no mundo e, segundo estimativas recentes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 210 milhdes de individuos sofrem da
doenca, sendo 80 milhdes de grau moderado e severo. Estima-se que em 2020 a
DPOC atingira a terceira posicado em causa de morte, devido a exposi¢cao continua
aos fatores de risco, em especial a fumaca de cigarro (FARIA et al., 2012; GOLD,
2017; WHO, 2008). Considerando-se que os tabagistas representam cerca de 24%
da populacéo brasileira e que, do total de fumantes, 15% irdo desenvolver DPOC,
pode-se estimar uma prevaléncia de 5 a 6 milhdes de pessoas acometidas por
doenca pulmonar obstrutiva no Brasil (JARDIM et al., 2007; RIBEIRO-PAES et al.,
2009).

A limitacdo cronica de troca gasosa caracteristica da DPOC é causado pela
combinagdo da bronquiolite com o enfisema, sendo que a contribuicdo de cada um
dos agentes causadores varia de pessoa para pessoa e podem ocorrer ou nao
concomitantemente (ANTUNES; SILVA; ROCCO, 2017; RAHMAN et al., 2017,
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GOLD, 2017; KRUK et al.,, 2018; MATTOS et al.,, 2009). A inflamag&o cronica
pulmonar acarreta mudancas estruturais, estreitamento das vias aéreas e destruicdo
do parénquima (BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003; FARIA et al., 2012; GOLD,
2017; JARDIM et al., 2007; RIBEIRO-PAES et al., 2009; SAETTA et al., 2001).

A DPOC pode ser entendida como uma doenca sistémica com varias
comorbidades que acompanham a doenca de base, e que estdo associadas aos
mesmos fatores de risco (tabagismo, envelhecimento, inatividade etc.). Nos casos
de patologias secundérias coexistindo com a DPOC, os tratamentos devem ser
realizados de forma concomitante, independentemente de existir uma relacao entre
a doenca e a DPOC. Dentre as comorbidades mais comuns, destacam-se as
doencas cardiovasculares, fibrose pulmonar, anemia, osteoporose, diabetes e
sindrome metabolica, desordens de ansiedade e depressdo. (CAVAILLES et al.,
2013; GOLD, 2017).

O enfisema pulmonar, dentro do espectro da DPOC, apresenta como principal
caracteristica a destruicdo do parénquima alveolar, o alargamento dos espacos
aéreos distais ao bronquiolo terminal e a reducdo da area de trocas gasosas, sem
fibrose significativa. Por consequéncia, os pacientes sofrem com oxigenacao
inadequada e quadro de dispneia (FARIA et al., 2012; GOLD, 2017; KRUK et al.,
2018).

O principal fator de risco para o enfisema pulmonar é a pratica do tabagismo
(GOLD, 2017; HE et al., 2015; KIM et al., 2015; KRUK et al., 2018; LONGHINI-DOS-
SANTOS et al., 2018; MATTOS et al., 2009; RAHMAN et al., 2017; WHO, 2008).
Outros fatores causais incluem a poluicdo atmosférica e exposicdo ocupacional a
poluentes, que contribuem para a aceleracdo da perda funcional e morfolégica
pulmonar, limitando gradualmente as trocas gasosas (LEE; SANDFORD; MAN,
2011; LONGHINI-DOS-SANTOS et al., 2018). Cerca de 90% dos casos apresenta
um padrdo multifatorial, relacionado a interacdo entre fatores genéticos e agentes
agressores. Uma outra parcela, menos significativa do ponto de Vvista
epidemioldgico, que corresponde a cerca de 1 a 3% dos casos, é decorrente da
deficiéncia da protease sérica a-1-antitripsina (AAT), anomalia genética com padréo
de heranca autoss6mico recessivo. (BASSI, 2014; FARIA et al., 2012; FERREIRA,
2014; FREITAS, 2009; LONGHINI-DOS-SANTOS, 2014; OLIVEIRA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2014; RIBEIRO-PAES et al., 2012; STESSUK et al., 2013).
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Apesar de uma série de importantes avan¢os no que concerne ao arsenal
terapéutico farmacoldgico e de técnicas de reabilitacdo, ndo se dispde, até o
momento, de nenhuma abordagem terapéutica curativa para a DPOC. Os
tratamentos existentes podem ser considerados apenas paliativas, com melhora dos
sintomas e qualidade de vida, sem, no entanto, resultar na cura dos pacientes ou
inibir a progressao da doenca. (ANTUNES; SILVA; ROCCO, 2017; CHAPMAN et al.,
2011; CHENG et al., 2017; FARIA et al., 2012; FREITAS, 2009; LONGHINI-DOS-
SANTOS, 2014; MAGNUSSEN et al., 2014. OLIVEIRA et al., 2013; KLOOSTER et
al.,, 2015, RIBEIRO-PAES et al., 2009, 2011, 2014; RIBEIRO-PAES; STESSUK;,
KOZMA, 2012; STESSUK et al., 2013). Diante deste contexto, buscou-se neste
trabalho testar a eficacia de uma metodologia inédita para a terapia do enfisema
pulmonar induzido por elastase ou exposi¢cdo a fumaca de cigarro com o emprego

de células estromais mesenquimais do tecido adiposo oriundas de diferentes fontes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Modelos experimentais de DPOC

Considerando o aspecto paliativo dos tratamentos disponiveis para a DPOC,
0s modelos animais tornam-se uma ferramenta de grande importancia pois permitem
extrapolacbes quanto a patofisiologia da doenca humana. Outro aspecto
interessante da manipulacdo animal em laboratorio compreende a possibilidade de
investigar e ampliar as abordagens terapéuticas existentes. Dentre os modelos
animais de enfisema pulmonar existentes na literatura, destacam-se o uso de
proteases, exposicdo a fumaca de cigarro e utilizacdo de linhagens que apresentam
mutacdes naturais ou induzidas por manipulacdo genética (BROEKMAN et al., 2018;
GEIGER; HIRSCH; HERMANN, 2017; HE et al., 2015; KRUK et al., 2018;
MARCELINO et al., 2014; RAHMAN et al., 2017).

2.1.1 Inducao de DPOC pelo uso de proteases

O uso de proteases em modelo de inducdo de enfisema pulmonar foi
pioneiramente descrito por Gross, Pfitzer e Tolker (1965), utilizando de uma enzima
proteolitica (papaina) para o desenvolvimento da doenca nos animais. Este estudo
teve papel fundamental para o surgimento de novos modelos de inducdo de
enfisema pulmonar por instilacdo de proteases, além de fundamentar os
conhecimentos sobre as caracteristicas fisiopatolégicas da DPOC. A partir deste
trabalho, pode-se também fortalecer a hipotese do desequilibrio protease-
antiprotease que explica o desenvolvimento do enfisema pulmonar, devido a
significativa destruicdo do tecido alveolar, causada pela administracdo da papaina.

Esta metodologia para inducdo do enfisema pulmonar teve grande impacto
entre os pesquisadores da DPOC por se tratar de uma técnica simples e de facil
reproducdo, que proporciona o surgimento de alteracdes morfoldgicas e funcionais
caracteristicas da doenca humana em um periodo de tempo inferior

(aproximadamente 21 dias em camundongos) as outras metodologias existentes,
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como por exemplo, a exposicdo a fumaca de cigarro (até 6 meses em
camundongos) (MARCELINO et al., 2014; RINALDI, et al., 2012; RIBEIRO-PAES et
al., 2012).

A elastase pancreatica de porco (porcine pancreatic elastase — PPE) é a
enzima proteolitica mais utilizada em protocolos de inducdo de enfisema pulmonar
em modelo animal. A instilacao intratraqueal de elastase resulta no alargamento dos
espacos aéreos pulmonares, acumulo macrofagico e neutrofilico nos pulmdes, além
da ocorréncia de hemorragias (FUJITA; NAKANISHI, 2007; KAWAKAMI et al., 2008;
KRUK et al., 2018; SHAPIRO, 2000). Este modelo resulta ainda em alteracdes
morfolégicas e funcionais que sdo detectaveis mesmo apods longos periodos a
administracdo da enzima (ANTUNES; ROCCO, 2011; MARCELINO et al., 2014).

Em contrapartida, o uso de proteases para a indugdo da DPOC em modelo
animal apresenta alguns aspectos divergentes a doenca humana, por exemplo, a
auséncia ou surgimento tardio de componentes inflamatorios responsaveis pela
obstrucdo das vias aéreas, e por consequéncia, o fluxo aéreo (MARCH et al., 2000).

O modelo de inducdo de DPOC por meio de instilacdo de proteases
representa uma alternativa simples, reprodutivel e bastante Uutii em estudos
relacionados a doenca, principalmente na avaliacdo da eficAcia de novas
terapéuticas para a reparacdo do tecido pulmonar lesado pela acao proteolitica das
enzimas (ANTUNES; ROCCO, 2011; KRUK et al., 2018; SHAPIRO, 2000).

2.1.2 Modelos genéticos de DPOC

Os modelos genéticos representam uma inovadora ferramenta para o estudo
da DPOC. Estes consistem no uso de linhagens de camundongos que apresentam
mutacdes naturais ou induzidas (gene targeting) geralmente relacionadas a baixa ou
disfuncional producdo de proteinas importantes para o desenvolvimento pulmonar,
ou a antiproteases, como a a-1-antitripsina. Tais alteragdes genéticas acabam por
gerar anormalidades no desenvolvimento animal culminando no surgimento da
DPOC (MARCELINO et al., 2014; RAHMAN et al., 2017; RIBEIRO-PAES et al.,
2012; SHAPIRO, 2000; WRIGHT et al., 2008).

Dentre as linhagens de camundongos descritas na literatura, destacam-se o0s

Tightskin (Tsk-/+) e Pallidmice (pa/pa), que apresentam producdo deficiente da
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antiprotease a-l-antitripsina, tornando-os propensos ao desenvolvimento do
enfisema pulmonar (KIELTY et al., 1998; MARTORANA et al., 1989; MARCH et al.,
2000), assim como os Beigemice (bg), que desenvolvem alteracdes no tecido
pulmonar caracteristicas da DPOC (KEIL, 1996; MARCH et al., 2000).

Dessa forma, a criacdo de modelos genéticos para o estudo da DPOC é de
grande importancia, uma vez que as linhagens mimetizam uma série de aspectos
ligados a fisiopatologia da doenca humana, proporcionando maior compreenséo do
papel de determinadas proteases no desenvolvimento da doencga, bem como dos

processos inflamatérios envolvidos.

2.1.3 Inducao de DPOC por exposi¢cao a fumaca de cigarro

Na tentativa de aproximar os modelos experimentais com a doenca humana,
principalmente em relacdo aos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na geracao
do enfisema, Huber et al. (1980) propuseram o primeiro modelo animal de inducéo
do enfisema pulmonar por exposicdo a fumaca de cigarro (FARIA et al.,, 2012;
KOZMA et al., 2014; MARCELINO et al., 2014).

Os estudos utilizando este modelo em murinos revelaram que a exposi¢ao
continua a fumaca de cigarro estimula o surgimento do infiltrado inflamatério que
estd diretamente envolvido com a degeneracdo do parénquima pulmonar. Assim,
podem ser visualizados uma série de aspectos relacionados a anatomia e
fisiopatologia da DPOC humana (enfisema, remodelamento das vias aéreas
inferiores e hipertensao pulmonar) (KRUK et al., 2018; WRIGHT; CHURG, 2010).

Os modelos experimentais de inducdo de DPOC a partir da exposicdo a
fumaga de cigarro sédo relativamente recentes se comparados a outras
metodologias. Portanto, ainda ndo ha um consenso entre os pesquisadores quanto a
uma série de parametros, tais como a forma como o animal é exposto a fumaca, tipo
de camara de exposicdo, numero de cigarros utilizados e, principalmente, o periodo
total de exposicédo (BRACKE et al., 2006; CENDON et al., 1997; KOZMA et al., 2014;
KRUK et al., 2018; RAHMAN et al., 2017; RIBEIRO-PAES et al., 2012; RINALDI et
al., 2012; SCHWEITZER et al., 2011; WRIGTH et al., 2008; ZHENG et al., 2009).

Na literatura, ha uma grande variacdo entre diferentes autores no que se

refere ao periodo de exposi¢do, sendo que os melhores resultados sédo obtidos
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durante periodos cronicos de exposi¢do (acima de 6 meses) (BRACKE et al., 2006;
WRIGTH et al.,, 2008; ZHENG et al., 2009). Entretanto, Peron e colaboradores
(2015) demonstraram o estabelecimento do enfisema pulmonar em camundongos
fémeas C57BL/6 por meio de exposicao diaria a fumaca de cigarro, durante 75 dias.

A origem da fumaga que entra em contato com o0s animais também
representa outro fator divergente entre os modelos existentes. Na literatura, é
possivel encontrar trabalhos que utilizaram a fumaca da queima lenta do cigarro,
simulando assim as condi¢des fisioldgicas de um “fumante passivo”, enquanto que
outros utilizam um aparato de aspiracao que emitira a fumaga do cigarro “tragada”
para outro compartimento, onde se encontram o0s animais, simulando a condicao de
um “fumante ativo” (HUH et al., 2011; JARDIM et al., 2010; TOLEDO et al., 2012;
ZHANG et al., 2011; ZHENG et al., 2009). Apesar disso, a exposicao a fumaca
originadas por ambos os métodos tem induzido enfisema em animais, sendo que, 0
grau da doenca esta relacionado ao periodo total de exposicdo (WRIGTH et al.,
2008).

O emprego do modelo experimental para inducdo de DPOC/enfisema por
exposicdo a fumaca de cigarro é de grande importancia, pois corresponde ao
modelo que reproduz de forma mais fiel a patologia humana, sobretudo no que se
refere aos aspectos fisiopatolégicos e morfoldégicos que caracterizam a doenca
(KOZMA et al.,, 2014; LONGHINI-DOS-SANTOS et al., 2013; LONGHINI-DOS-
SANTOS et al., 2014; MARCELINO et al., 2014; WRIGTH et al., 2008; WRIGHT;
CHURG, 2010).

2.2 Terapia celular em enfisema pulmonar

As abordagens terapéuticas atuais para a DPOC apresentam potencial
limitado, proporcionando controle dos sintomas, porém sem mudar de forma
significante o curso natural da doenca. Neste contexto, faz-se necessario a busca
por novas terapias mais eficazes ou curativas. A terapia celular com células-tronco
vem sendo aplicada em modelos experimentais e protocolos clinicos em pacientes
humanos, como alternativa terapéutica promissora para a DPOC/enfisema pulmonar
(BROEKMAN et al., 2018; FARIA et al., 2012; KRUK et al., 2018).
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Em 1995, Pereira e colaboradores demonstraram que as células da medula
0ssea podem migrar para o pulmao e atuar como precursores de células locais. Por
meio de técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), constataram a
presenca de células da medula no parénquima pulmonar por um periodo de até
cinco meses. Posteriormente, outros autores mostraram, por diferentes
metodologias, em modelos experimentais e pacientes humanos, que células-tronco
adultas (CTA) também podem migrar para o parénquima pulmonar e desencadear
respostas biolégicas que auxiliam na recuperacéo fisioldgica do pulméo (ANTUNES;
SILVA; ROCCO, 2017; LONGHINI-DOS-SANTOS et al.,, 2013; LONGHINI-DOS-
SANTOS et al.,, 2018; RIBEIRO-PAES, et al.,, 2009, 2012; ROJAS et al., 2005;
YAMADA et al., 2004).

Suratt et al. (2003) evidenciaram a migracao e incorporacao de células-tronco
(CT) da medula éssea de doadores do sexo masculino em tecido do pulméo de
pacientes do sexo feminino. Os resultados obtidos neste estudo forneceram o
referencial tedrico que justifica o emprego de CT em terapias para a regeneracédo do
tecido pulmonar (FARIA et al.,, 2012; FREITAS, 2009; OLIVEIRA et al., 2013;
RIBEIRO-PAES et al., 2009, 2011).

Longhini-dos-Santos et al. (2013) mostraram a recuperacdo morfolégica do
parénquima pulmonar de camundongos tratados com células mononucleares da
medula déssea apds sofrerem lesdo por instilacdo intranasal de elastase. Este
trabalho mostrou a migracdo celular e permanéncia das células no pulméo por até
21 dias.

Estudos em modelos animais (ratos e camundongos) tém demonstrado que a
administracdo das células mesenquimais € um processo eficaz e seguro
(BROEKMAN et al., 2018; CHENG et al., 2017; LE BLANC et al., 2008; REINDERS
et al., 2010; ROJAS et al., 2005), apresentando resultados satisfatorios em modelos
animais de DPOC, uma vez que desaceleram as alteracdes degenerativas
caracteristicas do enfisema (ANTUNES; SILVA; ROCCO, 2017; GEIGER; HIRSCH,;
HERMANN, 2017; LONGHINI-DOS-SANTOS et al., 2018; ZHENG, 2009). Quando
administradas em camundongos que sofreram instilagdo de bleomicina, as células
mesenquimais migraram para 0 pulmdo e apresentaram caracteristicas de
pneumocitos tipo | (KOTTON et al.,, 2001) bem como efeito protetor, reduzindo a
fibrose e o quadro inflamatério (ORTIZ et al., 2003; ROJAS et al., 2005). O emprego
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das células mesenquimais em camundongos com enfisema pulmonar induzido por
elastase promoveu a regeneracdo pulmonar (KATSHA et al, 2011). J& em
camundongos com enfisema pulmonar induzido por exposicédo a fumaca de cigarro,
o tratamento com as células mesenquimais promoveu a recuperac¢ao do parénquima
pulmonar e melhora aparente em outros aspectos da DPOC (GEIGER; HIRSCH;
HERMANN, 2017; SCHWEITZER et al., 2011).

O primeiro relato mundial com emprego de terapia celular em pacientes
humanos com enfisema pulmonar em grau avancado foi pulicado por Ribeiro-Paes
et al. (2011). O acompanhamento destes pacientes por até 23 meses apos a
aplicacdo mostrou que a terapia celular com células-tronco em pacientes com
enfisema representa uma abordagem terapéutica segura e com perspectivas
potencialmente interessantes em DPOC (STESSUK et al., 2013).

O transplante alogénico e xenogénico de células estromais mesenquimais
(MSC) vem sendo realizado em estudos clinicos e experimentais como proposta
terapéutica para diferentes doencas, de forma segura e livre de reacdes adversas
(CALIARI-OLIVEIRA et al., 2016; GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2015; LIU et al.,
2016; MARIA et al., 2016; PIGOTT et al., 2013; WEISS et al., 2013). Apesar do
pressuposto que as células autélogas apresentem baixa imunogenicidade, 0s
procedimentos para obtencéo e proliferacdo destas células demandam tempo, nao
podendo ser disponibilizadas para o tratamento imediato. O uso de células
alo/xenogénicas derivadas de doadores saudaveis pode ser uma alternativa viavel
para tratamentos iniciais, devido a possibilidade de seu prévio isolamento,
proliferacéo e estocagem (CALIARI-OLIVEIRA et al., 2016).

2.3 Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo

As células estromais mesenquimais constituem populacdo heterogéneas de
células estromais, multipotentes, ndo-hematopoiéticas e de aspecto fibroblastéide
gue tém sido objeto de grande interesse em estudos clinicos e pré-clinicos em
funcdo do grande potencial terapéutico na regeneracdo de 6rgdos e/ou tecidos
lesados (BARBOZA et al., 2014; BROEKMAN et al., 2018; DOMINICI et al., 2006;
GEIGER; HIRSCH; HERMANN, 2017; KRUK et al., 2018; LONGHINI-DOS-SANTOS
et al.,, 2013; OLIVEIRA, 2013; SILVA et al.,, 2018). Estas células possuem
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propriedades anti-apoptoéticas e regenerativas que contribuem para a homeostase
tecidual como também podem atuar em conjunto com as células do sistema
imunologico na regulacédo de processos inflamatorios (BROEKMAN et al., 2018; LIU
et al., 2016). Além disso, as MSC apresentam baixa expressdao de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), de modo que a resposta imune a
essas células pode ndo ocorrer quando transplantadas (ASSONI, 2015; CALIARI-
OLIVEIRA et al., 2016; LIU et al., 2016; WEISS et al., 2013).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, h4 trés critérios
bédsicos para que uma célula seja considerada mesenquimal: capacidade de
aderéncia a superficie plastica; potencial de diferenciacdo (in vitro) em 0sso,
cartilagem e tecido adiposo; além de apresentarem fendtipo antigénico padrao para
esse tipo celular. Entretanto, dependendo da fonte de obtencdo, processo de
isolamento e caracteristicas das células presentes na cultura, os marcadores de
superficie podem se expressar quantitativamente de forma variavel (BROEKMAN et
al., 2018; DOMINICI et al., 2006; KRUK et al., 2018; OLIVEIRA, 2013; SILVA et al.,
2018).

Estudos prévios demonstraram que as MSC podem ser obtidas de diferentes
orgaos e tecidos, podendo a partir disto, serem cultivadas in vitro (BROEKMAN et
al., 2018). O tecido adiposo (TA) destaca-se atualmente como importante fonte de
MSC devido a grande disponibilidade de material, como também pela facil obtencéo,
por meio de procedimentos pouco invasivos e com baixa incidéncia de morbi-
mortalidade (BARBOZA et al., 2014; GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2015;
GINANI; SOARES; KAKUDO et al., 2014; OLIVEIRA, 2013).

As células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ASC)
humano foram pioneiramente isoladas por Zuk et al. (2001) e desde entdo, tem sido
extensivamente estudadas, uma vez que podem ser adquiridas do proprio paciente,
diferenciar-se em mudltiplas linhagens celulares de maneira reprodutivel, podendo o
transplante ser seguro em hospedeiros autélogos, alogénicos e xenogénicos
(BROEKMAN et al., 2018; CALIARI-OLIVEIRA et al.,, 2016; CHENG et al., 2017;
GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2015; LIU et al., 2016; MARCELINO et al., 2015).

Considerando todos os aspectos discutidos anteriormente, objetivou-se com
este projeto, avaliar a eficicia terapéutica resultante do emprego da terapia celular

com células estromais mesenquimais obtidas do tecido adiposo de humanos,
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porcos, ratos e camundongos em modelo de indugdo de enfisema pulmonar por
exposicdo a fumaga de cigarro ou instilacdo de elastase. Esta abordagem
metodoldgica representa uma proposicao inédita em termos de terapia celular com
ASC em modelo experimental de enfisema pulmonar e abre novas perspectivas de
estudo quanto a terapia celular com células estromais mesenquimais em

transplantes alogénicos e xenogénicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3. 1 Divisdo experimental

O presente estudo foi desenvolvido em duas etapas, denominadas FASE 1 e
FASE 2. Diferentes protocolos para indu¢do do enfisema pulmonar foram utilizados
em cada fase, assim como a escolha do modelo animal, testes respiratorios
aplicados, além dos métodos para a coleta e analise do lavado broncoalveolar. Os
demais experimentos descritos foram desenvolvidos e analisados de forma analoga

em ambas as fases.

3.1.1 FASE 1 - Inducéo do enfisema por instilacéo de elastase

3.1.1.1 Animais

Foram utilizados 20 ratos albinos machos da linhagem Wistar, espécie Rattus
norvegicus, com 16 semanas de idade e peso entre 320 - 380 g. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno forradas com serragem, em sala com
temperatura e luminosidade controladas (22 + 2 °C; ciclos claro/escuro de 12 horas,
respectivamente), e receberam dieta sélida em forma de pellets (Nuvilab; Paran4,
Brasil) e agua filtrada ad libitum durante todo o procedimento experimental, realizado
em conformidade com os aspectos éticos do Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Letras — Unesp / Assis ( registro n° 005/2015 ).

3.1.1.2 Grupos experimentais

Os ratos foram submetidos ao protocolo de inducéo do enfisema pulmonar
por instilagéo intratraqueal de elastase e divididos em cinco grupos experimentais
(n=5/ grupo) de acordo com o tratamento recebido:

a) grupo VEH (Veiculo): animais tratados com o veiculo (solugédo fisiologica)

sem células;
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b) grupo hASC: animais tratados com infusdo de células estromais

mesenquimais humanas em solucéo fisiolégica;

c) grupo rASC: animais tratados com infusdo de células estromais

mesenquimais de rato em solucéo fisiologica;

d) grupo pASC: animais tratados com infusdo de células estromais

mesenquimais de porco em solucéo fisioldgica.

3.1.1.3 Teste de esforco em esteira motorizada

A fim de investigar alteracbes na capacidade respiratéria dos animais
decorrentes da inducao do enfisema pulmonar e/ou da terapia celular, os ratos foram
expostos a um protocolo de exercicio fisico em esteira motorizada em pontos
estratégicos: antes da inducdo do enfisema; 14 dias apés a inducdo do enfisema,
momento antes dos grupos receberem a infusdo das ASC; e 14 dias apos a infuséao
das ASC, imediatamente antes da eutanasia dos animais. O teste de esforgo foi
realizado em uma esteira motorizada SLP 037 (Scienlabor, S&do Paulo, Brasil) que
pOSsui as seguintes caracteristicas (Figura 1 - A):

a) 320 mm de altura x 570 mm de largura x 1440 mm de comprimento;

b) 8 baias;

c) painel com controle de velocidade digital (cm/s ou m/min) com indicador

de tempo e distancia;

d) ajuste de inclinacdo progressiva (0 a 60 graus);

e) grade de choque em cada baia (maximo 4 mA);

f) carenagem em acrilico.

Neste protocolo, os animais foram treinados durante 3 dias consecutivos com
exercicio de carga incremental, para habituacdo ao aparelho da esteira. O
treinamento teve duragéo de 10 minutos diarios, sendo que nos primeiros 4 min foi
mantida uma velocidade constante de 5 m/min. Decorrido os primeiros minutos, a
intensidade do exercicio foi aumentada em 2 m/min a cada 3 min a 0% de grau de
inclinagdo (Figura 1 - B e C). A primeira avaliagdo foi realizada dois dias apds o

término do treinamento.
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Figura 1 - Esteira motorizada para teste de esforco.

A — Esteira motorizada utilizada para o teste de esforco; B — Animais posicionados nas
baias antes do inicio do protocolo; C — Animais em corrida durante o desenvolvimento do
teste. FONTE: Préprio autor.

As avaliagbes da capacidade respiratoria foram realizadas com carga
incremental, sendo que a intensidade do exercicio era aumentada em 2 m/min a
cada 3 min a 0% de inclinacdo, até a exaustdo do animal. A exaustdo foi
interpretada pela permanéncia do mesmo por mais de 5 segundos na é&rea de
choque. Parametros como a distancia e tempo percorrido foram registrados. Os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo um grupo avaliado no
segundo dia subsequente ao término dos exercicios de treinamento e o segundo
grupo avaliado no terceiro dia subsequente. O teste realizado durante os dois dias
foi cuidadosamente desenvolvido dentro das mesmas condigoes.

3.1.1.4 Inducao de enfisema pulmonar por elastase

O método de inducgéo do enfisema pulmonar empregado foi, em linhas gerais,
0 mesmo descrito por Manchini (2010). Os animais dos grupos VEH, hASC, rASC e
pASC foram anestesiados com 116 mg/kg de ketamina (Dopalen, Sespo, S&o Paulo,
Brasil) combinados com 11,5 mg/kg de xilasina (Anasedan, Sespo, S&o Paulo,

Brasil) e, em seguida, submetidos a uma microcirurgia para exposi¢cdo da traqueia.
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Com o auxilio de uma seringa de insulina, foram instilados 0,2 mL de elastase
pancreatica de porco 0258 (type IV - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluidos em
solucéo salina tamponada pH 7,2 (PBS 1X - LGC Biotecnologia, Sado Paulo, Brasil)
na concentracdo de 2 mg/mL. Concluido o procedimento cirlrgico, 0s animais
ficaram sob observacdo e mantidos aquecidos em luz vermelha (36 °C) até sua
recuperacgdo (Figura 2). Apos a recuperacdo os animais foram levados de volta ao
biotério e receberam analgésico diluido em agua.

Figura 2 - Procedimento cirlrgico para inducdo do enfisema pulmonar por instilacao
intratraqueal de elastase.

A - Animal anestesiado e tricotomizado na regido de projecdo da traquéia; B - Incisdo
superficial para exposicdo da traqueia; C - Instilacdo intratraqueal da elastase; D —
Fechamento da incisdo com sutura. FONTE: Préprio autor.

3.1.1.5 Lavado broncoalveolar

ApOGs o Ultimo teste de exercicio em esteira, os animais foram sacrificados
com dose letal (400 mg/kg) de Tiopental Sddico (Cristalia, SP, Brasil), por via
intraperitonial. Os animais tiveram a traqueia exposta e canulada com o auxilio de
um cateter intravenoso Angiocath 20G x 1,16" 1,1 x 30 mm (Becton Dickinson Ind.
Cir. LTDA — Juiz de Fora — MG - Brasil) (Figura 3 - A). Foi conectado ao cateter, um

aparato desenvolvido em nosso laboratério (Figura 3 - B) que consiste na juncéo de
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uma seringa de 10 mL (sem o émbolo) com uma cénula, para perfusdo dos pulmdes
logo apds a eutanasia dos animais.

Figura 3 - Perfusdo dos pulmdes.

A - Animal com a traqueia canulada e acoplada ao aparato (B) para a difusdo do
paraformaldeido nos pulm&es. FONTE: Préprio autor.

O aparato de perfusdo permite que se conserve a integridade fisica dos
pulmdes quando realizado o procedimento cirdrgico para a remocdo dos mesmos.
Assim, por acdo da gravidade, foi instilado aproximadamente 14 mL de
paraformaldeido 4% que permaneceu no pulmao do animal por 20 minutos. Apos
esse periodo de tempo, o aparato foi desconectado da cénula ainda inserida na
traqueia, e a caixa toracica do animal foi levemente massageada para que o lavado
broncoalveolar (LBA) pudesse ser expelido pela canula. O material coletado foi
centrifugado a 800 g durante 10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante
foi descartado. O pellet celular foi ressuspendido em 0,3 mL de PBS 1X para
contagem diferencial de células inflamatérias em camara hematimétrica de
Neubauer, considerando-se macrofagos, linfocitos, células polimorfonucleares e
outros tipos celulares.
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3.1.2 FASE 2 - Inducéo do enfisema por exposi¢ao a fumaca de cigarro

3.1.2.1 Animais

Foram utilizados 47 camundongos fémeas da linhagem Swiss, espécie Mus
musculus, com 8 semanas de idade e peso entre 30 - 40 g. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno forradas com serragem, em sala com
temperatura e luminosidade controladas (22 + 2 °C; ciclos claro/escuro de 12 horas,
respectivamente), e receberam dieta sdlida em forma de pellets (Nuvilab; Paran4,
Brasil) e agua filtrada ad libitum durante todo o procedimento experimental, realizado
em conformidade com os aspectos éticos do Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Letras — Unesp / Assis ( registro n° 005/2015 ).

3.1.2.2 Grupos experimentais

Os camundongos foram divididos em cinco grupos experimentais:

a) grupo CTRL (Controle): animais que nao foram submetidos ao protocolo
de inducédo de enfisema e ndo receberam qualquer tratamento (n=10);

b) Grupo FUM (Fumaca): animais expostos a fumaca de cigarro e tratados
com o veiculo (solucéo fisiolégica) sem células (n=10);

c) Grupo hASC: animais tratados com infusdo de células estromais
mesenquimais humanas em solucéo fisiologica (n=9);

d) Grupo CcASC: animais tratados com infusdo de células estromais
mesenquimais de camundongo em solucéo fisiolégica (n=9);

e) Grupo PpASC: animais tratados com infusdo de células estromais

mesenquimais de porco em solucéo fisioldgica (n=9).

3.1.2.3 Inducéo do enfisema pulmonar por exposicdo a fumaca de cigarro

O protocolo para inducdo do enfisema pulmonar por exposicdo a fumaca de
cigarro, como também o aparato utilizado, foram os mesmos descritos por Longhini-

dos-Santos (2014) com modificagdes. Os animais dos grupos FUM, hASC, cASC e
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pASC foram expostos a fumacga de 36 cigarros por dia, sem interrup¢fes, durante
120 dias. Os cigarros utilizados neste projeto foram da marca Derby® (Souza Cruz,
Rio de Janeiro, Brasil), embalagem vermelha com 20 unidades, sendo cada unidade
composta por um filtro, 10 mg de alcatrdo, 10 mg de monoxido de carbono e 0,8 mg

de nicotina.

3.1.2.4 Mecéanica ventilatéria dos pulmdes

Apbs 14 dias do tratamento dos grupos experimentais com infusdo das ASC,
os animais foram anestesiados com Tiopental Sodico (70 mg/kg, via intraperitoneal),
tragueostomizados com um cateter intravenoso 20G e conectados a um respirador
para pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canada), segundo protocolo
descrito por Lourenco (2016). Dados referentes a resisténcia isolada das vias aéreas
(Raw), resisténcia tecidual (Gtis) e elastancia do tecido pulmonar (Htis) foram
coletados e analisados utilizando o software GraphPad Prism, versao 7.0 (GraphPad
Software Inc., EUA).

3.1.2.5 Lavado broncoalveolar

A coleta do lavado broncoalveolar foi realizada imediatamente apés o término
do teste de mecanica respiratdria. O pulméo dos animais foi lavado com 0,5 mL de
solucéo salina por duas vezes (Figura 4). O material coletado foi centrifugado a 800
g, durante 10 minutos a 5 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso
em 0,3 mL de PBS 1X para posterior confeccéo e coloracdo das laminas com azul
de Giemsa. As laminas foram avaliadas por microscopia convencional e, a partir das
fotomicrografias obtidas, foi realizada a contagem diferencial de 500 células
(considerando macroéfagos, linfécitos, células polimorfonucleares e outros tipos
celulares) utilizando o software Adobe Photoshop CC 2017.
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Figura 4 - Procedimento para coleta do lavado broncoalveolar.

FONTE: Proprio autor.

3.2 Obtencao e cultivo das células estromais mesenquimais de tecido adiposo

3.2.1 Obtencéao do tecido adiposo humano

O tecido adiposo humano foi obtido de individuos do sexo feminino, com
idade entre 35 - 50 anos, que se submeteram a procedimento de dermolipectomia
abdominal, realizados no Hospital de Cirurgia Plastica “Fontana Della Gioventu”,
localizada na cidade Assis — SP, que esta devidamente autorizada para a realizacéo
do procedimento (Figura 5). As pacientes foram informadas sobre o procedimento e
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo 1).

Figura 5 - Tecido adiposo humano sendo preparado para a desinfecgao inicial.
x 2 ., ﬂl.'_

g -

FONTE: Préprio autor.
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ApOs a coleta, o material foi mantido em solugéo contendo PBS 1X e 2% de
antibiético-antimicético (AA) (Penicilina, Streptomicina e Fungizona; Gibco, New
York, USA), durante 2h a 4 °C para desinfeccéo. Posteriormente, 100 g do material
foi submetido a processo de limpeza para retirada de coagulos, vasos sanguineos e

partes fibrosas.

3.2.2. Isolamento das células estromais mesenquimais do tecido adiposo humano
(hASC)

Para a digestdo enzimatica, foi utilizado o método empregado por Zuk et al.
(2001) com pequenas modifica¢des. O tecido adiposo foi colocado em uma placa de
Petri contendo meio ALPHA MEM (Gibco, New York, USA) suplementado com 1%
de AA e, com o auxilio de bisturis, foi dissociado mecanicamente a fragmentos de
aproximadamente 0,5 cm? para otimizar a acdo da enzima (Figura 6 - A). O material
foi transferido para tubos Falcon de 50 mL (SARSTEDT, Numbrecht, Germany) e
adicionado colagenase tipo | (Gibco, New York, USA), a uma concentracdo de
0,075% e proporgéo de 1:1 (1 mL de colagenase para 1 g de tecido adiposo) (Figura
6 - B). Os tubos seguiram para banho-maria a 37 °C, sendo agitado manualmente
em intervalos de 5 min durante 1 hora. Em seguida, a enzima foi neutralizada
mediante adicdo de meio ALPHA MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco, New York, USA), na mesma proporcdo de colagenase utilizada, e o
material foi centrifugado a 400 g por 10 min, em temperatura ambiente (Figura 6 -
C). Ao final da centrifugacdo a gordura sobrenadante foi descartada e o material
sedimentado foi filtrado com auxilio de um filtro de nailon de 70 um. A solucao
filtrada foi centrifugada novamente, a 700 g por 5 min em temperatura ambiente,

para a formacao do precipitado (pellet) celular.
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Figura 6 - Etapas do isolamento das ASC do tecido adiposo humano.
‘. -——

A — Tecido adiposo humano dissociado mecanicamente; B — Material dissociado em tubos
Falcon com adicdo da colagenase; C — Final do processo de digestdo enzimatica. FONTE:
Préprio autor.

O pellet obtido foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura ALPHA MEM e
uma aliquota de 10 pL foi corada com Azul de Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) para contagem e andlise da viabilidade celular em camara de Neubauer. A
suspensdao celular foi semeada em frascos de cultura de 25 cm? (BD, New Jersey,
USA), numa concentracéo aproximada de 1 x 10° células, com meio ALPHA MEM
suplementado com 10% SFB e 1% de AA. Apos 4 horas da semeadura das células,
0 meio de cultura foi totalmente descartado e os frascos lavados com PBS 1X afim
de eliminar restos celulares ndo aderentes e tornar a cultura de células mais
homogénea. Ao final desse processo, foi adicionado novamente meio de cultura
ALPHA MEM suplementado com 10% de SFB e 1% de AA.

3.2.3 Obtencgéo do tecido adiposo de ratos

Para a obtencédo do tecido adiposo, 4 ratos machos Wistar da espécie Rattus
Norvergicus foram sacrificados com dose letal (400 mg/Kg) de Tiopental Sédico, por
via intraperitonial. ApOs a tricotomizacado e esterilizacdo da pele com iodopolividona
a 10% (Farmax, MG, Brasil), os animais foram transferidos para um fluxo laminar e
aproximadamente 15 g de tecido adiposo subcutaneo foram extraidos da regido

inguinal e abdominal de cada animal (Figura 7).
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Figura 7 - Extracdo do tecido adiposo de ratos Wistar.

0 00 XX
A — Limpeza da pele com iodopolividona; B — Identificacdo do tecido adiposo subcutaneo; C
— Extragé@o da amostra. FONTE: Proprio autor.

ApoOs a extracdo, o tecido adiposo foi submetido a desinfeccdo em PBS 1X
suplementado com 2% de AA por 10 min. Em seguida, o tecido adiposo foi
transferido para outro tubo e acrescentado novamente PBS 1X suplementado com 2
% de AA. Esse processo foi realizado trés vezes.

3.2.4 Isolamento das células estromais mesenquimais do tecido adiposo de ratos
(rASC)

Posteriormente ao processo de desinfeccéo, residuos de pele, musculo, pelos
e vasos sanguineos foram removidos e o tecido adiposo foi dissociado
mecanicamente. O material dissociado foi transferido para tubo Falcon de 50 mL e
adicionado colagenase tipo | a uma concentracdo de 0,075% e proporgéao de 1:1 (1
mL de colagenase para cada 1 g de gordura). O tubo seguiu para banho-maria a 37
°C, sendo agitado manualmente em intervalos de 5 min durante 1 hora. Em seguida,
a enzima foi neutralizada mediante adicdo de meio ALPHA MEM suplementado com
20% de SFB, na mesma proporcdo de colagenase utilizada. O tubo contendo o
material foi centrifugado a 400 g por 10 min, em temperatura ambiente. Ao final da
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centrifugacédo a gordura sobrenadante foi descartada e o material sedimentado foi
fitrado com auxilio de um filtro de naylon de 70 um. A solucdo filtrada foi
centrifugada novamente, a 700 g por 5 min em temperatura ambiente, para a
formacéo do precipitado (pellet) celular.

O pellet obtido foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura ALPHA MEM e
uma aliquota de 10 pL foi corada com Azul de Trypan para contagem e analise da
viabilidade celular em camara de Neubauer. A suspensédo celular foi semeada em
frascos de cultura de 25 cm? com meio ALPHA MEM suplementado com 20% de
SFB e 1% de antibidtico-antimicotico. Apos 24 horas da semeadura das células, o
meio de cultura foi totalmente descartado e os frascos lavados com PBS 1X afim de
eliminar restos celulares ndo aderentes e tornar a cultura de células mais pura. Ao
final desse processo, foi adicionado novo meio de cultura ALPHA MEM
suplementado com 10% de SFB e 1% de AA.

3.2.5 Obtencéo do tecido adiposo de camundongos

O tecido adiposo foi obtido de 20 camundongos machos Swiss, da espécie
Mus musculus, que foram sacrificados por deslocamento da cervical. Apés a
tricotomizacéo e esterilizacdo da pele com iodopolividona a 10%, os animais foram
transferidos para um fluxo laminar e aproximadamente 1 - 2 g de tecido adiposo
subcutéaneo foram extraidos da regido inguinal e abdominal de cada animal. O
mesmo procedimento de desinfeccdo utilizado para o tecido adiposo de ratos foi

aplicado para este material.

3.2.6 Isolamento das células estromais mesenquimais do tecido adiposo de

camundongos (CASC)

Posteriormente ao processo de desinfeccao, residuos de pele, musculo, pelos
e vasos sanguineos foram removidos e o tecido adiposo foi dissociado
mecanicamente a fragmentos de aproximadamente 0,5 cm3. O material dissociado
foi transferido para tubo Falcon de 50 mL e adicionado colagenase tipo | a uma
concentracédo de 0,075%, na propor¢éao de 1:1 (1 mL de colagenase para cada 1 g

de gordura). O tubo seguiu para banho-maria a 37 °C, sendo agitado manualmente
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em intervalos de 5 min durante 1 hora. Em seguida, a enzima foi neutralizada
mediante adicdo de meio ALPHA MEM suplementado com 20% de SFB, na mesma
proporcao de colagenase utilizada. O tubo contendo o material foi centrifugado a 400
g por 10 min, em temperatura ambiente. Ao final da centrifugagdo a gordura
sobrenadante foi descartada e o material sedimentado foi filtrado com auxilio de um
filtro de nailon de 70 um. A solucéo filtrada foi centrifugada novamente, a 700 g por 5
min em temperatura ambiente, para a formacé&o do precipitado (pellet) celular.

O pellet obtido foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura ALPHA MEM e
uma aliquota de 10 pL foi corada com Azul de Trypan para contagem e analise da
viabilidade celular em camara de Neubauer. A suspensédo celular foi semeada em
frascos de cultura de 25 cm? com meio ALPHA MEM suplementado com 20% de
SFB e 1% de AA. ApGs 24 horas da semeadura das células, o meio de cultura foi
totalmente descartado e os frascos lavados com PBS 1X afim de eliminar restos
celulares ndo aderentes e tornar a cultura de células mais pura. Ao final desse
processo, foi adicionado novo meio de cultura ALPHA MEM suplementado com 10%
de SFB e 1% de AA.

3.2.7 Obtencéo do tecido adiposo de porcos

O tecido adiposo foi obtido da regido abdominal de suideos de granja, das
racas Duroc, Pietram, Landrac e Larg White. O tecido foi extraido pds-abate de
animais com idade entre 6 meses a 1 ano. O material foi cedido pelo abatedouro
comercial Assiscarnes — Distribuidora de Carnes Ltda (Fribom), localizado na cidade
de Assis-SP.

Apés a extracdo no abatedouro, fragmentos de 25 gramas do tecido foram
submetidos a 3 lavagens com PBS 1X contendo 2% de AA por um periodo de 10
minutos a cada lavagem (Figura 8).
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rco.

Figura 8 - Etapas do isolamento de ASC de po

A — Dissociacdo mecénica do tecido adiposo de porco; B — Material transferido para tubos
Falcon; C — Digestdo enzimatica do tecido com colagenase. FONTE: Proprio autor.

3.2.8 Isolamento das células estromais mesenquimais do tecido adiposo de porcos
(pASC)

Empregou-se a metodologia descrita por Dariolli (2011), com pequenas
modificacdes. Posteriormente aos processos de desinfeccdo e fragmentacéo, o
material foi dissociado mecanicamente com o auxilio de pingas e laminas de bisturi.
Em seguida, o material foi transferido para tubos cénicos do tipo Falcon de 50 mL e
submetido a digestdo enzimética com colagenase tipo | a uma concentragdo de
0,150%, numa propor¢cdo de 1:1 (Figura 8-a). Os tubos contendo o material
suspenso na enzima foi mantido em banho-maria a 37 °C por 1 h e agitado
manualmente em intervalos de 5 minutos. Apés o tempo de digestdo, a enzima foi
neutralizada mediante adicdo de meio ALPHA MEM suplementado com 20% de
SFB, na mesma propor¢cao de colagenase utilizada, e o material foi centrifugado
duas vezes a 400 g por 5 min, em temperatura ambiente (Figura 8-b). Ao final de
cada centrifugacdo o sobrenadante era descartado e o material filtrado com auxilio
de um filtro de 70 pm.
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O precipitado (pellet) obtido foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura
ALPHA MEM e uma aliquota de 10 pL foi corada com Azul de Trypan para contagem
e analise da viabilidade celular em camara de Neubauer. A suspensédo celular foi
semeada em frascos de cultura de 25 cm?, numa concentracéo aproximada de 3 X
10° células, com meio ALPHA MEM suplementado com 10% de SFB e 1% de AA.
Apos 4 horas da semeadura das células, o meio de cultura foi totalmente descartado
e os frascos lavados com PBS 1X afim de eliminar restos celulares ndo aderentes e
tornar a cultura de células mais pura. Ao final desse processo, foi adicionado
novamente meio de cultura ALPHA MEM suplementado com 10% de SFB e 1% de

antibiético-antimicético.

3.2.9 Manutencéo e proliferacdo das ASC

O meio de cultura das células obtidas das diferentes fontes foi renovado a
cada 48h durante todo o processo de cultivo. Para tal renovacdo, 50% do meio
presente nos frascos era descartado e acrescentado novo meio suplementado na
mesma proporcdo. Ao atingirem 80 — 90% de confluéncia, as células foram
dissociadas com a utilizacdo de Tripsina-EDTA 0,25% e a densidade celular
determinada pela contagem em camara de Neubauer, com a utilizacdo de Azul de
Trypan. Posteriormente, as células foram replicadas em novos frascos (passagem)
para proliferacdo, sendo cultivadas até a segunda passagem em incubadora de CO:

a 37 °C, para entao serem submetidas a criopreservagao.

3.2.10 Procedimento de criopreservacdo das ASC

Para o procedimento de criopreservacao das células, o meio de cultura dos
frascos de cultivo foi totalmente descartado e as células aderidas foram lavadas trés
vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram dissociadas dos frascos por meio
da adicdo de 4 mL de Tripsina. A suspenséao celular foi transferida para tubos Falcon
de 15 mL (SARSTEDT, NUmbrecht, Germany) para serem centrifugados por 5
minutos a 800 g em temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e o pellet
celular foi ressuspenso em 2 mL de meio de congelamento preparado previamente.

O meio de congelamento consiste em 50% de meio ALPHA MEM sem antibiético-
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antimicotico, 40% de SFB e 10% de dimetilsulféxido - DMSO (LGC Biotecnologia,
Séo Paulo, Brasil).

Apés a ressuspensdo, o material foi transferido para tubos criogénicos e
deixados em freezer a -22 °C até o congelamento do material. Em seguida, os tubos
foram armazenados em freezer -80 °C até o descongelamento para posterior infusdo

nos animais e testes de caracterizacdo dessas células.

3.3 Caracterizacdo das células estromais mesenquimais do tecido adiposo

Amostras de ASC provenientes do tecido adiposo de humanos, porcos, ratos
e camundongos foram descongeladas e cultivadas até a 32 passagem. As células
foram dissociadas com Tripsina-EDTA 0,25%, centrifugadas a 700 g a temperatura
ambiente. O pellet celular obtido foi ressuspenso em meio de cultura ALPHA MEM e
uma aliquota de 10 pL foi coletada para analise da densidade e viabilidade celular

com azul de Trypan em camara de Neubauer.

3.3.1 Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para caracterizar fenotipicamente
as células obtidas do tecido adiposo de humano, porco, rato e camundongo. As ASC
de cada tipo de fonte foram centrifugadas a 400 g durante 5 min a 23 °C e o pellet
celular obtido ressuspendido em 3 mL de meio de cultura. As células foram contadas
em camara de Neubauer e aliquotas contendo 5 x 10° células foram preparadas. Em
seguida as amostras foram lavadas por trés vezes com tampéo de lavagem (PBS
1X; 2% SFB; 0,02% azida sodica) e centrifugadas novamente a 400 g por 5 minutos
a23°C.

As aliquotas foram incubadas a 23 °C por 30 min com anticorpos primarios
conjugados com: PE, APC, FITC ou purificados, conforme apresentado na Tabela 1.
Entdo, mais 3 lavagens foram realizadas e incubadas com anticorpo secundario
Alexa 488 ou 647 (Invitrogen™) a 23 °C por 30 min. Ao final do processo, as
aliquotas foram novamente lavadas (3x) e o pellet ressuspendido em 200 pL de
tampdo de lavagem suplementado com paraformaldeido a 1%, para fixacdo do

material.
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Tabela 1 - Rela¢éo de anticorpos primarios testados para cada tipo celular.

Anticorpos primarios Per test Anticorpos primarios Per test
positivos (uL) negativos (uL)
CD29 (c6d. 559892) 20 CD30 (c6d. 555829) 20
G CD90 (c6d. 555593) 5 CD31 (c6d. 555446) 20
CD73 (c6d. 561014) 20 CDA45 (c6d. 340943) 5
CD105 (c6d. 562408) 5 CD106* (c6d. 305809) 10
. CD30 (c6d. 555829) 20
CD29 (c6d. 552369) 2 ,
pASC , CD31 (c6d. 555027) 2
CD90 (c6d. 555593) 5 ,
CD45 (c6d. 340943) 5
5 CD106 (cod. 559165) 2
CD29 (c6d. 555005) 2 .
rASC , CD31 (c6d. 555027) 2
CD90 (c6d. 554898) 5 i
CD45 (c6d. 554877) 2
CD102 (c6d. 557444) 5
cASC CD29 (c6d. 5555005) 2 CD31 (c6d. 553373) 5
CD45 (c6d. 553082) 5

O anticorpo identificado com * foi adquirido da empresa BioLegend (San Diego, CA)
enguanto os demais, da BD Biosciences (San Jose, CA). FONTE: Proprio autor.

Um total de 20.000 eventos foram adquiridos no citometro de fluxo BD Accuri
C6 (BD Biosciences San Jose, CA) e os dados obtidos foram analisados utilizando o

software do préprio equipamento (BD Accuri™ C6 Software).

3.3.2 Diferenciacdes celulares

Os processos de diferenciacao celular das ASC em linhagens condrogénica,
adipogénica e osteogénica foram realizados conforme métodos propostos pelo
fabricante dos kits indutores de diferenciacédo (StemPro Differentiation Kit - Gibco,
New York, USA), com modificagdes.

Para induzir a diferenciacdo condrogénica, gotas de 10, 20 e 30 pL contendo
concentracdes individuais de 1,6 x 10°% 1,6 x 10% ou 1,6 x 107 células foram
semeadas em placas de 6 pogos (TPP, Switzerland) e permaneceram em
incubadora de CO:2 por 4 horas para formagé&o da micromassa celular. Em seguida, o
meio indutor de diferenciacéo foi adicionado e as células foram mantidas em cultivo
durante 14 dias. Ao final do processo a diferenciagdo condrogénica foi confirmada
pela andalise da coloracdo com Alcian Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
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Para induzir a diferenciagéo osteogénica, as ASC foram semeadas em placas
de 6 pocos e mantidas em meio ALPHA MEM suplementado com 1% de AA e 10%
de SFB por 72 h. Em seguida, o meio de cultivo foi substituido pelo meio indutor de
diferenciacdo e as células foram mantidas em cultura durante 21 dias. A
diferenciacdo condrogénica foi confirmada pela analise da coloragcdo com Alizarin
Red S (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Para induzir a diferenciacédo adipogénica, as ASC foram semeadas em placas
de 6 pocos e mantidas em meio ALPHA MEM suplementado com 1% de AA e 10%
de SFB por 72 h. Em seguida, as células foram cultivadas durante 7-14 dias em
meio indutor de diferenciacdo. A diferenciacdo adipogénica foi confirmada pela
andlise da coloracdo com Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.4 Transplante celular

A terapia celular foi realizada 14 dias ap0s o fim dos protocolos de indugéo do
enfisema pulmonar. Os animais foram anestesiados com 116 mg/kg de ketamina
combinados com 11,5 mg/kg de xilasina e as células infundidas por via intravenosa
(veia caudal) (Figura 9). Os animais da FASE 1 receberam tratamento com infuséo
de 2 x 108 células em 200 pL de solucédo salina (Grupos hASC, rASC e pASC),
engquanto o grupo veiculo (VEH) recebeu o tratamento com a solucdo sem células.
Da mesma forma, os animais da FASE 2 receberam tratamento com infusdo de
células em 200 pL de solucdo fisiolégica, nas concentracdes de 5 x 10* células
(Grupo hASC) e 8,2 x 104 (Grupos cASC e pASC), enquanto o grupo FUM recebeu o

tratamento com a solugdo sem células.
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Figura 9 - Infusdo intravenosa (veia caudal) de ASC.

FONTE: Proprio autor.

3.5 Andlise histoldgica

ApoOs a coleta do LBA, a caixa toracica dos animais foi aberta e o conjunto
coracao-pulméo foi retirado. Os pulmfes foram insuflados com pressédo positiva
constante de 20 cm de uma solugcédo tamponada de paraformaldeido a 4%, por um
periodo de 24 horas, utilizando-se de um aparato de perfusdo pulmonar (Figura 10)
adaptado e modificado pelo grupo do Laboratério de Genética e Terapia Celular —
GenTe Cel (UNESP — Campus de Assis), conforme proposto por Barbosa-de-
Oliveira et al. (2011).

Figura 10 - Perfuséo dos pulmdes.

A — Aparato de perfusdo; B — Pulmdes acoplados ao aparato sendo perfundidos com
paraformaldeido 4%. FONTE: Kozma (2012).
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Ao final do processo de perfusdo, cortes de ambos os lados dos pulmdes
foram realizados e as amostras seguiram rotina histolégica. As laminas foram
confeccionadas com cortes de 5 um de espessura e coloracdo com Hematoxilina e

Eosina (H&E), e seguiram para a analise do Intercepto Linear Médio (Lm).

3.6 Morfometria — medida do intercepto linear médio (Lm)

A analise morfométrica foi avaliada pelo tradicional método descrito por
Weibel (1963), no qual se utiliza um sistema de linhas e pontos em um gradiculado
de 168 pontos. O enfisema pulmonar foi avaliado mediante calculo do Lm, indicador
do intercepto linear médio (em micrdmetros), utilizando a formula:

Ltot
Li’
onde Ltot representa o comprimento total das retas do gradiculado e Li sendo o

Lm =

namero de vezes que as retas interceptaram as estruturas alveolares. Foram
analisados 10 campos aleatérios de cada lamina histolégica por microscopia
convencional. As fotomicrografias foram adquiridas e o gradiculado sobreposto para
posterior analise (Figura 11).

Figura 11 - Andlise morfométrica dos pulmdoes.

A — Gradiculado de 168 pontos; B — Sobreposu;ao do gradiculado a fotomicrografia do
parénquima pulmonar para obtengéo dos valores do Lm. FONTE: Proprio autor.
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3.7 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados e comparados utilizando o software
IBM SPSS Statistics 21. Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade
(teste de Shapiro-Wilk), sendo aplicado ANOVA para os valores paramétricos e
Kruskal-Wallis ou Friedman para os valores nao-paramétricos, com nivel de

significancia 5%.

3.8 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa - CEP da Faculdade
de Ciéncias e Letras de Assis — UNESP — Campus de Assis (Assis, Sdo Paulo,
Brasil) (n° de registro: 005/2015) e registrado na Plataforma Brasil (CAAE:
47383115.2.0000.5401). Foram incluidos no estudo apenas pacientes que
autorizaram a doagdo das amostras tecido adiposo, conforme Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP - Portaria 196/96, Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude).
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4 RESULTADOS

4.1 FASE 1 - Inducéo do enfisema por instilacéo de elastase

4.1.1 Teste de esforco em esteira

O teste de esforco realizado em esteira motorizada teve por objetivo medir,
em diferentes momentos do protocolo experimental, a capacidade respiratéria dos
animais durante um exercicio forcado. A andlise comparativa dos resultados,
aplicando o teste de Shapiro-Wilk, revelou que somente a Corrida 1, realizada
anteriormente a inducdo do enfisema, apresentou distribuicdo normal dos dados.
Para avaliar a progressao dos diferentes grupos no decorrer das etapas do protocolo
experimental foi realizado o teste de Friedman para medidas repetidas. Além disso,
os resultados foram avaliados independentemente pela analise de variancia
(ANOVA), para as variaveis com distribuicdo paramétrica, ou pelo teste de Kruskal-
Wallis para as demais.

A partir da andlise da distancia percorrida durante cada uma das trés corridas,
realizadas em momentos distintos, foi possivel verificar que, para o grupo veiculo
(VEH), nao houve diferenca significativa entre os valores obtidos (X2= 1,200, df= 2,
p= 0,549). Este mesmo resultado foi observado para os grupos de animais tratados
com ASC de ratos (X?= 4,105, df= 2, p = 0,128), de porcos (X2= 2,800, df= 2, p =
0,247) e de humanos (X2= 5,200, df= 2, p = 0,074) (Figura 12).
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Figura 12 - Distancia percorrida (metros) durante teste de esforco em esteira motorizada

dos diferentes grupos experimentais.
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Avaliagdo realizada em trés momentos estratégicos: corrida 1 - antes da inducdo do
enfisema; corrida 2 - 14 dias ap0s a inducdo do enfisema; corrida 3 - 14 dias apo0s o
tratamento com infusdo de ASC. Grupo hASC: animais tratados com células de origem
humana; grupo pASC: animais tratados com células de origem suina; grupo rASC: animais
tratados com células de ratos; grupo VEH: grupo tratado com solucdo sem células. FONTE:

Préprio autor.

A analise de cada variavel isoladamente revelou ndo haver diferenca
significativa entre os grupos avaliados para a Corrida 1 [F(3,16) = 2,360, p=0,501] e
Corrida 3 [F(3,16) = 5,962, p= 0,113]. Entretanto, foi verificado diferenca significativa
entre os grupos para a Corrida 2 [F(3,16) = 9,709, p= 0,021]. O teste de post-hoc
Dunn indicou que a diferenca esta presente entre os grupos hASC e pASC quando
comparados com o grupo VEH (p = 0,019 e p = 0,042, respectivamente), e dos
mesmos grupos (hASC e pASC) quando comparados com o grupo rASC (p=0,019 e
p = 0,042, respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13 - Distancia percorrida (metros) em esteira motorizada durante teste de esforco
nas diferentes etapas do protocolo experimental.
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O * representa diferenca estatistica significativa entre os grupos. Corrida 1 — realizada antes
da inducéo do enfisema por instilagdo intratraqueal de elastase; Corrida 2 — realizada 14
dias ap6s a inducdo do enfisema; Corrida 3 — realizada 14 dias apds infusdo de ASC;
FONTE: Préprio autor.

4.1.2 Lavado Broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi realizado com o intuito de investigar o processo
inflamatorio alveolar e intersticial desencadeado por acdo da elastase. O material
(LBA) obtido foi submetido a coloragéo com Cristal Violeta (Vetec, S&o Paulo, Brasil)
e uma aliquota de 10 pL foi coletada para avaliagdo e contagem de macroéfagos,
linfécitos, células polimorfonucleares e outros tipos celulares em camara de
Neubauer. As analises das amostras do LBA coletados de todos os grupos

experimentais apresentaram baixa densidade celular, com padrdo morfologico mal
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definido, dificultando a contagem e classificacdo das células. Devido a essas
condicdes, ndo foi possivel quantificar as células de interesse e, portanto, realizar as
comparacoes entre os diferentes grupos.

4.1.3 Morfometria — medida do intercepto linear médio

A coleta dos pulmdes dos animais foi realizada para verificar possiveis
alteracdes morfologicas entre os diferentes grupos experimentais. O material
bioldgico foi submetido a rotina histologica e as laminas utilizadas para analise do
intercepto linear médio (Lm), conforme método proposto por Weibel em 1963. O
quadro enfisematoso pode ser caracterizado mediante o valor de Lm obtido, uma
vez que essa medida representa o didmetro dos espacos aéreos pulmonares.
Assim, quanto maior o valor de Lm, maior a destruicdo dos septos alveolares e,
portanto, maior alteracdo morfolégica dos pulmdes.

Os valores de Lm foram obtidos a partir da analise histoldégica e estdo
representados na Figura 15. A andlise estatistica dos resultados tanto para o pulméao
direito quanto para o esquerdo revelou ndo haver diferenca significativa entre os
grupos experimentais. Dessa forma, a estrutura alveolar dos pulmdes dos animais
foi mantida, sem alterac6es, mesmo apos instilacdo intratraqueal de elastase ou

aplicacdo de ASC como método terapéutico.
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Figura 14 - Fotomicrografias dos pulmdes direito e esquerdo dos diferentes grupos
experimentais (FASE 1).
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Parénquima pulmonar corado com Hematoxilina & Eosina em aumento de 200x. FONTE:
Préprio autor.
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Figura 15 - Valores do intercepto linear médio (Lm) - FASE 1.
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*Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa. FONTE: Préprio autor.

4.2 FASE 2 - Inducao do enfisema por exposicdo a fumaca de cigarro
4.2.1 Mecéanica ventilatéria dos pulmdes

As caracteristicas funcionais do pulméo dos animais pertencentes a FASE 1
deste projeto foram avaliadas comparativamente mediante coleta das medidas de
Raw (resisténcia das vias aéreas), Gtis (resisténcia do tecido pulmonar) e Htis
(elastancia do tecido pulmonar), conforme apresentadas na Figura 16. A partir das
analises estatisticas utilizando o teste de Kruskal-Wallis, foi verificado que néo
houve diferenca significativa entre os diferentes grupos, dentro de cada parametro
considerado.
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Figura 16 - Parametros empregados para avaliacdo da mecéanica ventilatoria dos pulmées
nos diferentes grupos experimentais.
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A - Valores de resisténcia isolada das vias aéreas (Raw) (p= 0.0852); B — Valores de
resisténcia tecidual (Gtis) (p= 0.9861); C — Valores de elastancia do tecido pulmonar (Htis)
(p=0.2601). FONTE: Préprio autor.

4.2.2 Lavado Broncoalveolar

A coleta do LBA foi realizada imediatamente apdés o término do teste de
mecanica respiratéria e teve a finalidade de verificar a possivel influéncia da terapia
com as ASC sobre o processo inflamatorio dos animais expostos a fumaca de
cigarro. A partir das fotomicrografias obtidas em microscopio convencional (Figura

17), foi possivel realizar a contagem diferencial das células inflamatérias.
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ﬁg A ,mLt ' 8 BB g . g’f ?@’
Lamina de lavado broncoalveolar de animal do grupo fumaca (aumento de 200X); em

destaque (coloracdo violeta) as células analisadas. A — macrofagos; B — células
polimorfonucleares; C — linfcitos; D — outros tipos celulares. FONTE: Proprio autor.

Os valores da contagem diferencial de células presentes no LBA dos
diferentes grupos experimentais foram analisados estatisticamente e estédo
apresentados na Figura 18. Podemos observar maior quantidade de outros tipos
celulares (células epiteliais, dendriticas, NK) presentes no LBA quando comparado
as demais células analisadas. Verifica-se ainda, diferenca estatistica entre os grupos
controle e fumaca para as células polimorfonucleares e outros tipos celulares.
Entretanto, nenhuma diferenca significativa entre o0os grupos experimentais foi

encontrada para a contagem de macréfagos e linfécitos.
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Figura 18 - Comparacdo dos diferentes tipos celulares presentes no LBA dos grupos experimentais.
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O * representa diferenca estatistica significativa entre os grupos. Para os dados referentes a
macrofagos, linfocitos e células polimorfonucleares foi aplicado teste de Kruskal-Wallis e
ANOVA (um fator) para outros tipos celulares, ambos seguidos do post-hoc de Bonferroni
(p=< 0,05). FONTE: Préprio autor.

4.2.3 Morfometria — medida do intercepto linear médio

Os pulmdes coletados dos animais foram submetidos a rotina histolégica e as
laminas (Figura 19) utilizadas para obtencédo dos valores do intercepto linear médio
(Lm). A analise estatisticamente dos resultados revelou que houve diferenga
significativa entre os valores do pulmao direito e esquerdo dos grupos cASC e hASC
guando comparados com controle e pASC (Figura 20). A partir destes resultados,
conclui-se que houve melhora morfolégica no grupo de animais que recebeu

tratamento de ASC isoladas do tecido adiposo de suinos.
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Figura 19 - Fotomicrografias das laminas histologicas dos pulmdes direito e esquerdo dos
diferentes grupos experimentais (FASE 2).
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Parénquima pulmonar corado com Hematoxilina & Eosina em aumento de 400x. FONTE:
Proprio autor.
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Figura 20 - Valores do intercepto linear médio (Lm) - FASE 2.
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al-Wallis para dados morfométricos do pulméo direito (p= 0,000) e pulmao esquerdo (p=
0,000). *Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa. FONTE:
Préprio autor.

4. 3 Isolamento, cultivo e proliferacdo das células estromais mesenquimais do

tecido adiposo

As células isoladas do tecido adiposo de humanos, porcos, ratos e
camundongos foram semeadas a uma densidade de 1 x 10°células e cultivadas em
frascos de cultura para posterior transplante nos animais expostos a fumaca de
cigarro ou para aplicacdo nos testes de caracterizagcéo celular. Em todos os frascos
de cultivo foi possivel observar a adesao celular apés 2 dias de incubacdo e a
presenca de hemacias e adipdcitos. Estas células (hemacias e adipdécitos) foram
progressivamente eliminadas ao longo do cultivo celular, durante as trocas de meio
de cultura, de forma que a partir do 5° dia de cultivo todas as culturas apresentavam
proliferacdo em aderéncia a superficie, de células com morfologia fibroblastéide
caracteristica do tipo mesenquimal. Essa caracteristica morfoldgica foi verificada nas
células provenientes das diferentes fontes de tecido adiposo e foi mantida durante

todo o cultivo (Figura 21).
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Figura 21 - Fotomicrografia de culturas primérias das ASC obtidas de diferentes fontes.

100 pm, 100 ym

A — Cultura de hASC; B — Cultura de pASC; C — Cultura de rASC; D — Cultura de cASC;
aumento de 100X. As setas destacam a morfologia celular similar encontrada em todas as
culturas. FONTE: Préprio autor.

Foi possivel observar também a constituicio de uma monocamada
homogénea de células (confluéncia de 80-90%) nos frascos de cultura a partir do 8°
dia de cultivo (Figura 22). Entdo as células foram dissociadas com Tripsina-EDTA
0,25% e replicadas (passagem) em novos frascos, sendo mantidas em cultura até a
22 passagem. Posteriormente, as células foram congeladas e estocadas em
nitrogénio liquido ou mantidas em cultivo para proliferacdo e aplicacdo nos testes
propostos.
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o de monocamada.

Figura 22 - Culturas de ASC com formaca

A — Cultura de hASC; B — Cultura de pASC; C — Cultura de rASC; D — Cultura de cASC;
aumento de 40X. FONTE: Proprio autor.

4.4 Caracterizacao das células estromais mesenquimais do tecido adiposo

A validacdo das ASC tem por objetivo verificar se as células obtidas das
diferentes fontes podem ser definidas e caracterizadas como células mesenquimais.
Empregou-se, para caracterizagdo, analise por citometria de fluxo, utilizando
anticorpos monoclonais positivos e negativos, como também analise do potencial de
diferenciacdo celular in vitro. A partir desses dois critérios, podemos validar
experimentalmente a origem mesenquimal das células, conforme proposto pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) (DOMINICI et al., 2006).

4.4.1 Citometria de fluxo

Os marcadores de superficie listados na Tabela 1 foram analisados por
citometria de fluxo em culturas de ASC oriundas de humanos, porcos, ratos e
camundongos em terceira passagem. Todas as andlises foram realizadas

comparando as células incubadas com os anticorpos de interesse (curvas em
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vermelho) contra células da mesma populacdo (separadas imediatamente antes de
serem submetidas a incubacdo), porém nao incubadas com os anticorpos (curvas
em preto); (Figuras 23 — 26). Podemos observar nos graficos que, no eixo y estao
representados o numero de eventos (neste caso numero de células que apresentam
determinada intensidade de fluorescéncia), enquanto no eixo x se encontram as
intensidades de fluorescéncia para cada evento (célula analisada). As porcentagens
de células marcadas para cada anticorpo testado foram sintetizadas na Tabela 2. De
modo geral, foram obtidos valores préoximos aqueles preconizados pela ISCT,
permitindo desta forma, caracterizar e definir as MSC isoladas do tecido adiposo de

humanos, porcos, ratos e camundongos como do tipo mesenquimal.

Tabela 2 - Porcentagem de anticorpos marcados para as ASC isoladas das diferentes
fontes.

ANTICORPOS NEGATIVOS ANTICORPOS POSITIVOS
(< 2%) (2 70%)
TIPOS  ~p3p cD31 CD45 CD106 CD102 CD29 CD90 CD73 CD105
CELULARES
hASC 07% 04% 02% 1.7% - | 99% 98% 98.3% 88.5%
PASC  05% 03% 01% - _ 1 98.9% 95.1% - _
FASC C22% 2.7%  18% - 1 99.7% 99.9% - i
CASC _ 25% 12% - 42% |835% - ) )

Os anticorpos foram testados contra células estromais mesenquimais (MSC) derivadas de
tecido adiposo humano (hASC); MSC derivadas de tecido adiposo de porcos (pASC); MSC
derivadas de tecido adiposo de ratos (rASC); MSC derivadas de tecido adiposo de
camundongos (CASC). A porcentagem esperada de anticorpos negativos marcados nas
células é igual ou menor que 2%, enquanto que para 0s anticorpos positivos a porcentagem
de células marcadas é igual ou superior a 70%. FONTE: Préprio autor.
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Figura 23 - Histograma representativo para marcadores de hASC avaliados por citometria

de fluxo.
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Os valores destacados em vermelho indicam a porcentagem de células positivas para cada
marcador testado. FONTE: Préprio autor.

Figura 24 - Histograma representativo para marcadores de pASC avaliados por citometria

de fluxo.
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Os valores destacados em vermelho indicam a porcentagem de células positivas para cada
marcador testado. FONTE: Préprio autor.
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Figura 25 - Histograma representativo para marcadores de rASC avaliados por citometria de
fluxo.
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Os valores destacados em vermelho indicam a porcentagem de células positivas para cada

marcador testado. FONTE: Préprio autor.

Figura 26 - Histograma representativo para marcadores de cASC avaliados por citometria
de fluxo.
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Os valores destacados em vermelho indicam a porcentagem de células positivas para cada
marcador testado. FONTE: Préprio autor.
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4.4.2 Diferenciagdes condrogénica, osteogénica e adipogénica das ASC

O potencial de diferenciacdo das ASC tem por finalidade verificar se as
células isoladas a partir do tecido adiposo humano, de porcos, camundongos e ratos
apresentam os requisitos basicos para que possam ser definidas e caracterizadas
como células-tronco tipo mesenquimal. As diferenciacdes adipogénicas foram
confirmadas por meio da presenca de vacuolos lipidicos no citoplasma das células,
indicado pela coloragdo em vermelho com Oil Red. As diferenciacées osteogénicas
foram confirmadas mediante coloragdo da matriz 6ssea celular em tom laranja-
avermelhado com o uso de Alizarin Red. As diferenciagdes condrogénicas foram
confirmadas pela coloracdo Alcian Blue, sendo o azul a indicacdo da sintese de
proteoglicanos pelos condrécitos (Figura 27).

Conforme apresentado na Figura 27, houve diferenciacdo nas 3 linhagens
(osteogénica, condrogénica e adipogénica) para as células isoladas de tecido
adiposo humano. Resultados semelhantes de diferenciacdo foram obtidos para as
células de tecido adiposo de ratos. Embora as células de tecido adiposo de suinos
tenham se diferenciado em ostedcitos e adipdcitos, ndo houve diferenciacdo para a
linhagem condrogénica, em funcdo de repetidas contaminacbes durante os
experimentos de inducado desta linhagem. Novos experimentos seréo realizados com
0os estoques de ASC de suinos congeladas, no sentido de completar da melhor
forma possivel os experimentos de diferenciacdo. As diferenciacdes das células
cultivadas de tecido adiposo de camundongos apresentaram repetidas
contaminacdes e, da mesma forma, ndo se obteve resultados positivos para a
diferenciacdo nas linhagens condrogénica, osteogénica e adipogénica. Novos
experimentos de diferenciagdo com células congeladas de tecido adiposo de
camundongos serdo realizados, buscando a obtencdo de resultados que,
associados as andlises de citometria de fluxo, permitam a caracterizacdo das ASC

como sendo do tipo mesenquimal.
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Figura 27 - Diferenciacdes das ASC em adipdcitos, condrécitos e ostedcitos dos diferentes
grupos experimentais.

8y

Diferenciagbes adipogénicas fotografadas em aumento de 100x enquanto as demais em
aumento de 40x. FONTE: Proprio autor.
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5 DISCUSSAO

5.1 FASE 1 - Inducéo do enfisema por instilacdo de elastase

O enfisema pulmonar, dentro do espectro da DPOC, representa uma
condicao patologica caracterizada por inflamacdo das vias aéreas e destruicdo dos
espacos aéreos distais ao bronquiolo terminal, sem fibrose aparente (GOLD, 2017).
Apesar dos avancos significativos no que se refere ao tratamento farmacoldgico, nédo
se logrou até o presente momento um método eficaz de terapia curativa para a
DPOC/enfisema pulmonar.

A terapia celular com células-tronco adultas e, particularmente, com células
estromais mesenquimais (MSC) tém sido relatada em diferentes tipos de patologias
cronico-degenerativas como Alzheimer, doenca de Parkinson, cirrose hepatica,
diabetes tipo 1 e 2, entre outras (BROEKMAN et al., 2018; CHENG et al., 2017;
KOKTURK et al., 2018; KRUK et al., 2018).

As células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ASC)
apresentam caracteristicas similares as MSC quanto aos critérios de validacéo
propostos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006).
Véarios trabalhos associam o0 mecanismo de acdo das ASC em processos
regenerativos teciduais a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento que
estimulam a angiogénese, respostas anti-inflamatérias e anti-apoptéticas (DA SILVA
MEIRELLES et al., 2009; FUOCO, 2014; KRUK et al., 2018).

Considerando os aspectos relativos ao potencial terapéutico das ASC, bem
como a necessidade de novas alternativas terapéuticas em DPOC que possam, se
nao resultarem em cura, modificar o curso natural da doenca, buscou-se com este
projeto, realizar um estudo experimental quanto ao emprego alogénico e xenogénico
de ASC em DPOC/enfisema pulmonar. Para tanto, ratos Wistar foram submetidos a
procedimento de inducdo de enfisema pulmonar por instilagcdo intratraqueal de
elastase e posteriormente receberam infusdo de ASC provenientes do tecido
adiposo de humanos, porcos ou ratos, afim de avaliar comparativamente o possivel
efeito terapéutico das ASC, em termos de capacidade regenerativa morfologica e

recuperacéo funcional.
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O protocolo de corrida do teste de esforco em esteira motorizada foi adaptado
da publicacéo prévia de Ferreira et al. (2007) e foi aplicado com o intuito de avaliar e
comparar a performance em atividade fisica dos animais, assim como 0s possiveis
efeitos da intervencdo terapéutica, em trés momentos cruciais do protocolo
experimental (AZEVEDO, 2013).

As analises estatisticas dos dados da distancia (metros) percorrida nas
corridas realizadas pelos animais mostraram que ndo houve diferenca significativa
entre as trés corridas. Conforme observado nos resultados apresentados na Figura
12, os animais dos grupos VEH, hASC e pASC obtiveram melhor desempenho
durante a Corrida 2, quando comparada com as demais corridas. Tendo em vista
gque a Corrida 2 corresponde a0 momento em que, teoricamente, 0s animais
estariam com o enfisema estabelecido, seria esperado um desempenho inferior em
relagdo a Corrida 1. Para a performance dos animais durante a Corrida 3, realizada
14 dias apoés a infusdo de ASC, também era esperado um desempenho superior em
relacdo a Corrida 2. O grupo de animais tratados com células de ratos (rASC) foi o
anico que obteve melhor performance.

Quando avaliado o desempenho dos grupos experimentais em cada corrida
individualmente, foi verificada que somente para a Corrida 2 houve diferenca
significativa. Estes dados corroboram os resultados obtidos nas andlises de medidas
repetidas. Em uma avaliacdo mais apurada, verificou-se diferenca entre 0s grupos
hASC e pASC quando comparados com o grupo VEH ou rASC (Figura 13). Estes
resultados ndo apresentam uma coeréncia e sdo contraditérios as expectativas
tedricas, visto que todos os grupos foram submetidos ao mesmo protocolo de
inducdo do enfisema e, portanto, deveriam apresentar o0 mesmo desempenho nesta
corrida.

Os resultados obtidos por meio do teste de esforco em esteira podem ter sido
diretamente influenciados pelo protocolo de corrida utilizado. Seguindo o protocolo
adaptado a partir do trabalho citado previamente (FERREIRA et al., 2007), os
animais receberam treinamento de 3 dias para familiarizacdo com a esteira.
Entretanto, diferentes autores relataram um periodo de ambientacdo em esteiras
similares de no minimo 5 dias e com valores de velocidade inicial e aumento
gradativo de velocidades superiores aqueles utilizados neste estudo (BRANDAO et
al., 2013; DRUMMOND et al., 2016; SANTOS, 2014; VICENTINI, 2006). Além disso,
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0 baixo numero amostral de cada grupo ndo permitiu realizar a sele¢cdo dos animais
gue respondiam positivamente ao teste de caminhada e exclusdo daqueles que
demonstravam resisténcia.

Fatores de estresse também podem ter influenciado no desempenho dos
animais durante as corridas. A esteira utilizada possui uma grade de choque no final
de cada baia (contraria ao sentido de rolamento), que possui a funcdo de forcar o
animal a realizar a caminhada, como também de permitir mensurar a exaustdo do
animal quando este se deixa encostar na grade por nao caminhar ou por
esgotamento fisico. Durante os testes, os animais adquiriram um comportamento
estratégico de caminhada para evitar o contato com a grade de choque. Este
comportamento era desencorajado com um toque suave de uma espatula de
madeira. Conner, Wolden-Hanson e Quinn (2014) verificaram que o uso da grade de
choque em exercicio forcado pode gerar efeitos de confusdo devido ao estresse
psicolégico e comportamento de esquiva, além de influenciar em medicbes poés-
exercicio.

O modelo de inducdo do enfisema por instilagdo de elastase também pode
ser relacionado com os desempenhos verificados nas corridas durante os testes de
esforco em esteira. O protocolo utilizado neste trabalho foi 0 mesmo descrito por
Manchini (2010) e Jacobsen (2009), para inducdo do enfisema pulmonar em ratos
Wistar via instilacao intratraqueal de elastase tipo IV. Entretanto, a concentracédo de
enzima utilizada por estes autores € muito inferior aquelas descritas em diversos
trabalhos na literatura (ALMEIDA, 2012; FELICETTI, 2011; FONSECA, 2015;
PETTA, 2008). Portanto, pode-se questionar se o protocolo adotado, em termos de
concentracdo de elastase utilizada, foi adequado para a indugcdo de quadro
enfisematoso nos animais tratados, passivel de deteccao funcional.

A partir das analises do lavado broncoalveolar (LBA) ndo se detectou a
ocorréncia de células inflamatorias e, portanto, a analise da contagem diferencial
dos tipos celulares foi prejudicada. A auséncia dessas células deve ser decorrente
do procedimento adotado. A coleta do LBA foi realizada 20 minutos apés a fixagédo
dos pulmdes com paraformaldeido 4%, por meio de um aparato desenvolvido em
nosso laboratorio. Este novo procedimento permitiu a remogédo dos pulmdes sem
gue houvesse colabamentos, decorrentes das alteracdes pressoéricas causadas pela

abertura da caixa toracica para a retirada do bloco coracdo-pulméo (BARBOSA-DE-
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OLIVEIRA et al., 2011). Dessa forma, as analises dos tipos celulares presentes no
LBA deverdo ser processadas a partir de um outro grupo de animais, que néo
tenham sido tratados com paraformaldeido para a fixacao do tecido pulmonar.

A analise morfométrica, realizada por meio do célculo do intercepto linear
médio, revelou ndo haver diferenca morfolégica entre os pulmdes dos animais,
considerando tanto o pulméo direito quanto esquerdo. Estes resultados podem ser
decorrentes da concentracdo de elastase utilizada (ALMEIDA, 2012; FELICETTI,
2011; FONSECA, 2015; PEREIRA, 2016; PETTA, 2008). Dessa forma, faz-se
necessario a padronizacdo de uma quantidade minima da enzima a ser instilada
para inducdo do enfisema pulmonar em ratos Wistar, visto que este animal possui
menor suscetibilidade a agdo da elastase quando comparado a outras espécies
(KRUK et al., 2018).

Como proposta terapéutica para o tratamento do enfisema pulmonar, 0s
animais receberam infusdo intravenosa de MSC isoladas do tecido adiposo de
humanos, porcos ou ratos. As ceélulas estromais mesenquimais tem sido
amplamente aplicado em protocolos de terapia celular (ANTUNES; SILVA; ROCCO,
2017; BROEKMAN et al., 2018; GEIGER; HIRSCH; HERMANN, 2017; KRUK et al.,
2018). O possivel efeito regenerativo dessas células no parénquima pulmonar dos
ratos foi avaliado mediante microscopia 6ptica das laminas histologicas e analise do
didmetro alveolar (Lm), método classico proposto por Weibel em 1963. Entretanto,
conforme discutido anteriormente, ndo foi observado diferenca significativa dos

valores morfométricos entre 0s grupos experimentais.

5.2 FASE 2 — Inducdo do enfisema por exposi¢cao a fumaca de cigarro

A segunda fase deste projeto foi desenvolvida com o intuito de avaliar o
potencial terapéutico das ASC no tratamento do enfisema pulmonar em modelo
animal, ap0s exposi¢do crbnica a fumaca de cigarro. Assim, camundongos Swiss
foram submetidos a protocolo de inducdo do enfisema por exposicdo a fumaca de
cigarro em um aparato desenvolvido pela equipe do Laboratério de Genética e
Terapia Celular (GenTe Cel), realizando adaptacdes pertinentes para esta pesquisa.

Ao final do protocolo de exposicao, cada grupo experimental recebeu infusdo de
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ASC isoladas de humanos, porcos ou camundongos, sendo que 0 grupo controle
recebeu infusdo do veiculo sem células.

Devido a auséncia de protocolos de inducdo do enfisema pulmonar por
exposicao a fumaca de cigarro para camundongos Swiss (espécie utilizada na FASE
2 desta pesquisa) descritos na literatura, um grupo de animais foi iniciado ao
protocolo de fumacga uma semana antes dos grupos experimentais. Este grupo foi
criado no intuito de poder verificar a presenca do enfisema nos animais e assim,
determinar o término do protocolo de inducdo. Foram confeccionadas laminas
histoldgicas dos pulmdes destes animais e o enfisema pulmonar pode ser observado
4 meses apos o inicio das exposi¢cdes (dados ndo apresentados).

Entretanto, os parametros avaliados no teste de mecéanica respiratoria ndo
revelaram diferenca significativa entre os grupos experimentais. Lourenco (2016) e
Santos (2014) observaram 0s mesmos resultados para este teste ao avaliar
camundongos C57BL/6 apds 3 meses de exposicdo a fumaca de cigarro. Dessa
forma, o grau de lesdo do parénquima pulmonar encontrado nos animais deste
estudo apds 4 meses de exposicdo nao deve ter sido suficiente para deteccdo na
avaliacdo da mecanica respiratéria (HE et al., 2015). Além disso, estudos sugerem
gue as espécies murinas apresentam diferentes respostas antioxidante a fumaca de
cigarro e, desta forma, a suscetibilidade a doenca e o grau do enfisema pulmonar,
guando induzido, pode variar (BISELLI et al., 2011; KOZMA et al., 2014; RAHMAN et
al., 2017; RIBEIRO-PAES et al., 2009; WRIGHT; CHURG, 2010).

Na conceituacdo de DPOC estad implicita o processo inflamatorio crénico
causado por exposicdo a agentes toxicos do ambiente, como a polui¢do e fumaca de
cigarro (ALVES et al., 2010; ARANTES, 2015; COSTA et al., 2009; RODRIGUES,
2013; RODRIGUES, 2015; RUFINO; COSTA, 2013; RUFINO; LAPA-E-SILVA,
2006). A exposicédo prolongada a agentes nocivos leva a uma estimulacéo de células
inflamatoérias, como macréfagos, leucdcitos e neutréfilos, que podem migrar em
grande quantidade para o pulmao. Estes eventos promovem reacao inflamatoria
que, ao longo dos anos, pode acarretar em alteragdes na estrutura e funcionalidade
pulmonar (ALVES et al., 2010; COSTA et al., 2009; RUFINO; COSTA, 2013).
Segundo a hipotese de desequilibrio entre proteases e antiproteases, 0 surgimento
do enfisema pulmonar € resultado da lesdo proteolitica dos septos alveolares,

causada pela liberagdo esporadica ou continua de proteinases pelas células
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inflamatdrias (ARANTES, 2015; COSTA et al., 2013; RODRIGUES, 2015; RUFINO;
COSTA, 2013; RUFINO; LAPA-E-SILVA, 2006). Diversos estudos evidenciaram o
aumento da concentracdo destes tipos celulares presentes no LBA de fumantes e
pacientes enfisematosos quando comparados com pessoas ndo fumantes. Em
modelos animais, as células inflamatérias tém sido associadas ao subsequente
desenvolvimento da DPOC (ARANTES, 2015; COSTA; RUFINO; LAPA-E-SILVA,
2006; RODRIGUES, 2013; RODRIGUES, 2015).

Quando analisamos os gréficos referentes a presenca dos diferentes tipos
celulares encontrados no LBA (Figura 18), verifica-se nimero maior de outros tipos
celulares em relacdo aos diferentes tipos de células inflamatérias. As células
estruturais e do sistema imune, em conjunto com os neutrofilos, realizam o
recrutamento das demais células inflamatérias para desencadear a resposta
inflamatéria ampliada e anormal. Essa resposta necessariamente depende da
ocorréncia de macréfagos e linfocitos interagindo com os demais tipos celulares
(COSTA et al., 2009). Levando em consideracdo os aspectos discutidos, pode-se
questionar que o quadro inflamatdrio nos animais deste estudo ndo atingiu um nivel
de exacerbacdo suficiente para provocar alteragbes morfoldégicas e funcionais,
passiveis de deteccao pela metodologia empregada.

A exposicdo a fumaca de cigarro para inducdo do enfisema pulmonar é
considerado o modelo de estudo mais apropriado para essa doenca. Na literatura é
possivel encontrar protocolos descrevendo o surgimento das alteracbes
morfologicas tipicas do enfisema logo apés curtos periodos de exposicao (BISELLI
et al., 2011; HE et al., 2015; RINALDI et al., 2012). Valenca e colaboradores (2004),
relataram o surgimento de enfisema em camundongos C57/BL6 apds 2 meses de
exposicdo a fumaca de cigarro, utilizando protocolo de indugdo semelhante ao
aplicado para o presente estudo.

Devido a inexisténcia de protocolos para indug¢do do enfisema pulmonar em
camundongos Swiss, diversos fatores foram considerados para determinar o término
do periodo de exposi¢cdo, como a avaliagdo histoldégica dos pulmbes dos animais
pertencentes ao grupo iniciado ao protocolo com uma semana de antecedéncia.
Assim, apos o periodo de 4 meses de exposicdo continua a fumaca de cigarro, o

protocolo foi finalizado e os animais receberam infusdo intravenosa de ceélulas
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estromais mesenquimais isoladas do tecido adiposo de humanos, porcos e
camundongos, como proposta terapéutica para o enfisema pulmonar.

A analise do intercepto linear médio (Lm) foi realizada para os pulmdes direito
e esquerdo dos animais, com o propésito de comparar a possivel acdo terapéutica
regenerativa das ASC sobre o parénquima pulmonar enfisematoso, decorrente da
exposicao a fumaca de cigarro. Os animais tratados com ASC isoladas de porcos foi
0 Unico grupo com valores de Lm similares aos do grupo controle. Dessa forma,
dentro do contexto experimental deste estudo, este resultado pode ser decorrente do
efeito terapéutico das ASC.

Alguns autores afirmam que para este tipo de estudo utilizando modelos
animais, é necessario tempo minimo de 6 meses de exposi¢do a fumaca de cigarro
para verificar as diferencas na andlise do Lm (RODRIGUES, 2015). Arantes, em
2015, submeteu camundongos C57/BL6 a fumaca de cigarro durante 1, 3 e 6
meses, e ao final, avaliou morfometricamente o dano causado nos pulmdes dos
animais. Os valores médios aumentados significativamente de Lm s6é foram
observados aos 6 meses de exposicdo. Embora o tempo minimo preconizado de
exposicao a fumaca, estudos demonstram que a leséo tecidual causada apds esse
periodo ainda € considerada de grau leve (RAHMAN et al.,, 2017; RODRIGUES,
2015). Os resultados obtidos indicam que o tempo de 4 meses, nas condicdes
experimentais adotadas neste estudo, ndo foram adequadas e suficientes para gerar
um padréo de resposta inflamatéria, bem como alteracdes morfolégicas e funcionais

compativeis com um quadro patolégico compativel com enfisema pulmonar.

5.3 Isolamento, cultivo e caracterizagao celular

Para o isolamento das células estromais mesenquimais derivadas do tecido
adiposo de humanos, porcos, ratos e camundongos, foi tomado como base
protocolos descritos na literatura e adaptados para cada fonte de obtencéo
(DARIOLLI, 2011; FUOCO, 2012; ZUK et al., 2013). Durante todo o processo as
ASC das diferentes fontes apresentaram caracteristica morfolégica mesenquimal
tipica além de capacidade de adesao a superficie plastica.

A citometria de fluxo foi realizada para as ASC como critério de validacéo, no

intuito de verificar se as células isoladas do tecido adiposo das diferentes fontes e
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infundidas nos animais que receberam instilacdo de elastase ou expostos a fumaca
de cigarro, poderiam ser caracterizadas como tipo mesenquimal e, desta forma,
garantir o possivel potencial terapéutico para o tratamento do enfisema pulmonar.
Para isso, as ASC foram testadas contra anticorpos de superficie para humanos,
porcos, ratos e camundongos (BADIMON; ONATE; VILAHUR, 2015; CHEN et al.,
2016; Ll et al., 2017). Os resultados obtidos, apresentados na Tabela 2, evidenciam
que os marcadores de superficie estdo coerentes com as proposi¢coes da ISCT
(DOMINIC et al., 2006), além de apresentar baixos niveis de contaminacdo por
outros tipos celulares.

Além disso, as ASC isoladas das diferentes fontes apresentaram capacidade
de diferenciacdo in vitro nas linhagens adipogénica, condrogéncia e osteogénica,
confirmando, desta forma, mais um dos critérios de validagdo proposto para as MSC
(DOMINIC et al., 2006).

Os resultados negativos para a diferenciacdo condrogénica das ASC de
porcos, assim como para as diferenciagcbes das ASC de camundongos podem ser
decorrentes de contaminacdes de reagentes especificos, como o kit de
diferenciacdo. Novos experimentos serdo realizados, no sentido de completar da
melhor forma possivel os dados de caracterizacdo celular. A incorporacdo destes
novos resultados permitira a sustentacdo e validacdo teérica, quanto a origem
mesenquimal das células isoladas, sobretudo quando associadas aos resultados da

analise de citometria de fluxo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que o protocolo
de inducdo do enfisema pulmonar por instilagéo intratraqueal de elastase né&o foi
passivel de reprodutibilidade, assim como o protocolo de inducdo por exposicdo a
fumaca de cigarro ndo foi suficiente para promover alteracbes morfolégicas e
funcionais tipicas de enfisema pulmonar. A proposta terapéutica xenogénica foi
eficaz quando se empregou infusdo de ASC do tecido adiposo de porcos em
camundongos expostos a fumacga de cigarro. A padronizacdo de protocolos
eficientes no estabelecimento do enfisema pulmonar, seja por instilagéo de protease
ou por exposicdo a fumaca de cigarro, € de fundamental importancia para a
investigacdo de novas abordagens terapéuticas em DPOC/enfisema e,
particularmente, quanto ao potencial terapéutico das células estromais

mesenquimais em transplantes alogénicas e xenogénicos.
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APENDICE(S)

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) para coleta de tecido adiposo

(Capitulo IV, itens 1 a 3 da Resoluc¢ao 196/96 — Conselho Nacional de Satde)

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Terapia celular
com células estromais mesenquimais alogénicas e xenogénicas em modelo experimental
de enfisema pulmonar induzido por elastase ou fumaca de cigarro”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes, RG n® 709035-0 e
Rafael Guilen de Oliveira, RG n° 47126188-9.

Este termo deverd ser elaborado em duas vias. Depois de lido, rubricado e
assinado, uma via ficard em poder do sujeito ou de seu representante legal e a outra via
em poder do pesquisador responsavel.

A pesquisa serd realizada com células-tronco retiradas do tecido adiposo
(gordura). Serd utilizado apenas uma parte do material retirado da regido abdominal (50
mg). O restante, conforme o procedimento que o(a) Senhor(a) conversou com seu
médico, sera descartado.

A gordura coletada sera levada para o nosso laboratério, que esta qualificado para
a separacdo das células-tronco. As células obtidas serdo cultivadas e depois aplicadas
em animais de laboratério (ratos) que apresentam quadro clinico de enfisema pulmonar.
A hipétese € que as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo humano
atuem promovendo a regressdo da doenca, constituindo, assim, uma nova op¢do de
terapia para o enfisema pulmonar. Os resultados obtidos com este estudo sdao
importantes, pois se significativos, permitirdo a proposi¢do de uma nova abordagem
terapéutica para os casos de fibrose pulmonar em humanos.

O seu médico ja esclareceu ao Senhor(a) os riscos e beneficios do procedimento

de retirada da gordura. Nds ndo participaremos desta etapa, apenas utilizaremos parte do



material coletado pelo médico cirurgido. Se o(a) Senhor(a) concordar em doar parte da
gordura retirada da barriga, ndo havera risco nenhum para a sua sadde e integridade
fisica, pois todo o estudo sera feito em laboratdrio, apds o procedimento cirtdrgico.

Sua identidade sera mantida em sigilo pelos pesquisadores, sendo utilizados
apenas os dados necessdrios para esta pesquisa, como a faixa etdria do doador.
Informamos ainda que os resultados deste estudo serdo publicados em uma revista
cientifica, mas, repetindo, sua identidade serd mantida em sigilo.

O(a) Senhor(a) pode a qualquer momento desistir da doacdo do material, mesmo
depois de ter assinado este termo de consentimento.

O(a) Senhor(a) deve estar a vontade para fazer qualquer pergunta sobre este
estudo, podendo entrar em contato, a qualquer momento, com os pesquisadores

responsdveis ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), cujo nome, telefone e

endereco seguem abaixo:

PESQUISADORES
Dr. Joao Tadeu Ribeiro Paes

E-mail: jtrpaes@yahoo.com.br

Telefone (18) 3302-5848

Rafael Guilen de Oliveira

E-mail: rafa.oguilen@gmail.com

Telefone: (18) 99720-7375

Endereco: Av. Dom Antdnio, 2100 - Assis/ SP

Cep: 19806900  Bairro: Vila Ténis Clube
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

E-mail: cep@assis.unesp.br

Telefone: (18) 3302-5607 Fax: (18) 3302-5804
Endereco: Av. Dom Antdnio, 2100 — Assis/SP

Cep: 19 806 900

CONSENTIMENTO

Eu, , RG: _

abaixo assinado, concordo em participar, como sujeito, da pesquisa “Terapia celular
com células estromais mesenquimais alogénicas e xenogénicas em modelo experimental
de enfisema pulmonar induzido por elastase ou fumaca de cigarro”.

Fui devidamente informado(a) e esclarecido sobre a pesquisa, o0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participacdo. Foi-me garantido, ainda, que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Declaro, ainda, que ( ) concordo / ( ) ndo concordo com a publicacdo dos
resultados desta pesquisa, ciente da garantia quanto ao sigilo das minhas informacdes

pessoais e a0 meu anonimato.

Local e data 5 de de

Assinatura
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Nos, Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes e Rafael Guilen de Oliveira, pesquisadores
responsdveis pelo estudo, obtivemos de forma voluntiria o Consentimento Livre e

Esclarecido do sujeito/representante legal para a participacdo na pesquisa.

Assinatura dos Pesquisadores
Jodo Tadeu Ribeiro Paes — CPF 76148726815

Rafael Guilen de Oliveira — CPF 39886712821
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