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I. RESUMO 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS DE MEDULA ÓSSEA E DO MEIO CONDICIONADO EM 

MODELO EXPERIMENTAL DE ENFISEMA PULMONAR Introdução: O 

enfisema pulmonar (EP) é uma doença respiratória crônica associada a um processo 

inflamatório exacerbado em resposta a agentes tóxicos. A medicina regenerativa, 

através do transplante de células-tronco mesenquimais (MSCs) e do uso do meio 

condicionado (MC), tem apresentado avanços no reparo e regeneração tecidual. 

Objetivo: avaliar o potencial terapêutico das MSCs e do MC da cultura destas células 

na recuperação funcional e estrutural dos pulmões dos camundongos enfisematosos. 

Metodologia: 40 camundongos fêmeas C57BL/6 (Protocolo CEUA 016/2012) foram 

avaliados antes e após a indução do enfisema e posteriormente ao tramento, por 

eletrocardiografia, ecocardiografia e ergometria. Foi realizado análise morfométrica 

através da medida linear intersepto (Lm) e por análise microscópica das células 

inflamatórias. A investigação dos possíveis mecanismos de ação na regeneração 

tecidual foi feita por avaliação da expressão gênica. A presença de células fluorescentes 

no pulmão foi avaliada em microscópio com sistema de epifluorescência. Resultados: 

Antes da indução do enfisema, os camundongos foram capazes de percorrer 395,9 ± 

15,82 m, após 28 dias os camundongos percorreram uma distância menor (252,4 ± 

13,33 m; p<0,001). O tratamento com MSCs aumentou a capacidade de exercício 

(318,2 ± 26,96 m; p<0,001), bem como, com o uso do MC (344,45 ± 21,88 m; p<0,01). 

O que não foi observado no grupo que foi administrado salina (263,5 ± 26,58 m). Em 

relação à Lm, no grupo controle foi mensurado (27,96 ± 0,54 m), no grupo tratato com 

salina observou-se um aumento significativo dos espaços aéreos (46,80 ± 0,70 m; 

p<0,0001). A Lm foi reduzida (38,70 ± 0,44 m; p<0,0001) nos animais que receberam 

MSCs, observando-se o mesmo no grupo tratado com MC (33,75 ± 0,44 m; p<0,0001) 

A imunofluorescência revelou a presença de MSCs no tecido pulmonar. Conclusão: O 

tratamento com MSCs e MC compensou os efeitos funcionais deletérios do enfisema 

induzido por elastase, revertendo o alargamento da estrutura alveolar e promovendo a 

recuperação da capacidade de exercício, provavelmente devido a ação parácrina. 

Palavras chaves: 1. Enfisema pulmonar; 2. Célula mesenquimal; 3. Meio condicionado. 
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II. OBJETIVOS 

PRINCIPAL:  

Avaliar o potencial terapêutico das células-tronco mesenquimais de medula 

óssea e/ou do meio condicionado na regeneração estrutural e recuperação funcional do 

tecido pulmonar em modelo experimental de enfisema pulmonar induzido em 

camundongos C57BL/6 por instilação intratraqueal de elastase pancreática porcina. 

SECUNDÁRIOS:  

1. Avaliar a função cardiorespiratória dos camundongos por ergormetria, 

eletrocardiografia e ecocardiografia antes da indução do enfisema pulmonar. 

2. Caracterizar funcionalmente o desenvolvimento do enfisema pulmonar pela 

técnica de ergormetria. 

3. Caracterizar a lesão enfisematosa ao nível estrutural por morfometria, 

mensurando a medida linear intersepto. 

4. Avaliar o grau de comprometimento cardíaco dos camundongos enfisematosos 

por ecocardiografia e eletrocardiografia a fim de investigar o desenvolvimento 

do cor pulmonale nos camundongos enfisematosos. 

5. Avaliar o perfil de expressão de citocinas e fatores de crescimento por reação da 

transcriptase reversa em cadeia de polimerase (RT-PCR) no tecido pulmonar de 

camundongos. 

6. Caracterizar as populações de células mesenquimais por citometria de fluxo e 

fenotipagem por imunofluorescência. 
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III. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

O pulmão é um órgão altamente especializado responsável pela troca gasosa 

e capaz de restabelecer a própria estrutura após diferentes tipos de lesões. A reparação 

inapropriada ou um insulto persistente ao parênquima pulmonar pode resultar em 

doenças pulmonares crônicas, como o enfisema (Abboud, 2008).  

O enfisema pulmonar (EP) é definido como um aumento dos espaços aéreos 

distais aos bronquílos, e uma redução na área de troca alveólo-capilar, decorrentes da 

destruição da matriz extracelular alveolar. Esta destruição ocorre por diversas causas 

entre elas a exposição a substâncias tóxicas, tais como a fumaça do cigarro e inalação de 

poluentes, induzindo a uma inflamação, com acumulo de células, neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos que liberam proteases e citocinas, causando lesão epitelial. 

também pode ser causada por fatores genéticos como a deficiência de alfa 1;  

antitripsina, levando a um desequilíbrio enzimático proteinase – antiproteinase; ou por 

uma falha no processo de reparo do tecido pulmonar, devido a perda de células e 

componentes importantes para a manutenção da estrutura da parede alveolar, como as 

MSCs, responsáveis pela reparação adequada da matriz extracelular (Hogg, 2004; 

Rufino & Costa, 2013). 

Essa destruição progressiva do parênquima, limita a capacidade pulmonar, 

pois ocorre uma diminuição da elasticidade pulmonar e aumento da complacência, 

dificultando assim a respiração. Visto que, há uma redução no volume expiratório, 

levando a uma hiperinsuflação pulmonar, prejudicando as trocas gasosas (Inoue et al., 

2010). 

Essa limitação pode resultar em algumas complicações, como: a 

insuficiência respiratória e o cor pulmonale, principal complicação cardiovascular da 

Ddoença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC). O cor pulmonale se desenvolve 

tardialmente no curso do enfisema, em consequência do aumento da resistência vascular 

pulmonar, levando a uma hipertensão pulmonar com hipertrofia ventricular direita e 

insuficiência cardíaca (Monteiro et al., 2004). 

As abordagens terapêuticas clinicas existentes têm contribuído para o 

prolongamento e melhora na qualidade de vida dos portadores de enfisema. Porém, até 
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o momento nenhum tratamento clínico tem sido capaz de alterar o curso da doença e 

resultar em cura do doente. 

Atualmente, a opção terapêutica para o tratamento do enfisema em fase 

terminal é o transplante pulmonar, modalidade terapêutica com alta morbi-mortalidade. 

Tratamentos experimentais visando regenerar ou substituir parte de diferentes órgãos, 

através do uso de células-tronco (CT), fatores de crescimento ou a utilização de 

materiais biológicos (biomateriais) tem despertado o interesse em vários centros de 

pesquisa. Baseado em dados da literatura, opções atrativas para serem avaliadas em 

modelo de enfisema pulmonar seria a administração de MSCs células mesenquimais 

(MSCs) ou meio condicionante de cultura de células mesenquimais (MC) a fim de 

restituir a função e estrutura pulmonar (Peinado et al., 2006).  

Devido à importância socioeconômica, morbidade, mortalidade associada ao 

enfisema e uma falta de eficácia terapêutica conducente à regeneração tecidual é 

necessário estabelecer um modelo experimental adequado para a realização de estudos 

para investigar uma terapia eficaz. 

Apesar dos resultados conflitantes acerca do emprego das MSCs de medula 

óssea e do MC como opções de terapia regenerativa, muitos fatores justificam o 

desenvolvimento de projetos que investiguem a capacidade reparadora desta terapia em 

casos de doenças crônico-degenerativas. Entre estes fatores estão: a acessibilidade fácil, 

a plasticidade destas células, a exequibilidade e a segurança da técnica de transplante 

celular, ser um método não invasivo, poder ser administrado sem a necessidade de 

sedação, facilidade na repetição do procedimento. 

Nesse estudo, foi proposto a investigação do potencial terapêutico do 

transplante de MSCs e do uso do MC com o intuito de promover a regeneração 

estrutural e a recuperação da função respiratória. 
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IV. REVISÃO DE LITERATURA 

IV.1. A Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) 

A DPOC é uma enfermidade de característica progressiva, que tem grande 

impacto nas atividades diárias do paciente, promovendo, em estágios mais avançados, a 

insuficiência respiratória e incapacitação funcional do mesmo (GOLD, 2013).  

Segundo American Thoracic Society (ATS) e European Respiratory Society 

(ERS), a DPOC é caracterizada por limitação do fluxo aéreo, geralmente progressiva e 

associado à resposta inflamatória anormal dos pulmões às partículas ou gases irritantes, 

principalmente à fumaça do cigarro. A denominação DPOC engloba basicamente duas 

apresentações clínicas distintas, o enfisema pulmonar (EP) e a bronquite crônica. A 

obstrução do fluxo aéreo não é completamente reversível e é comum em ambas as 

formas, porém no EP, além da alteração de fluxo, predomina a destruição alveolar 

levando a hiperinsuflação pulmonar (GOLD, 2013; Ribeiro-Paes et al., 2012). 

A síndrome clínica da DPOC inclui tanto manifestações pulmonares, como 

a obstrução do fluxo aéreo, inflamação de pequenas vias aéreas (bronquiolite) e 

destruição do parênquima pulmonar alveolar (Pawels et al., 2001) quanto manifestações 

extrapulmonares, incluindo perda de massa muscular, osteoporose e anemia (Pawels et 

al., 2001; Inoue et al., 2010).  

O EP é caracterizado por uma destruição da matriz extracelular alveolar, 

resultando em alargamento do espaço aéreo distal ao bronquíolo terminal, acompanhado 

por destruição de suas paredes e redução da área de troca alveolar (Inoue et al., 2010). 

O EP constitui um dos problemas de saúde mais importantes no mundo, 

uma vez que não há cura. Adicionalmente, a destruição progressiva do parênquima 

pulmonar e da rede vascular limitam a capacidade pulmonar e acarretam alta morbidade 

e mortalidade nos indivíduos acometidos. Estas alterações induzem a limitação ao fluxo 

aéreo, provavelmente devido a um desequilíbrio entre moléculas proteolíticas e anti-

proteolíticas pulmonares, resultante do aumento da liberação de enzimas proteolíticas 

pelas células inflamatórias. A diminuição anormal e permanente das vias aéreas distais 

aos bronquíolos terminais implica em perda progressiva da capacidade de troca gasosa 
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resultando, quando em estágios terminais do EP crônico, em insuficiência respiratória. 

(Barnes, 2003).  

Atualmente, não há tratamento específico para o EP crônico (Celli, 2006). A 

única opção terapêutica para o tratamento do enfisema em fase terminal é o transplante 

pulmonar. Apesar dos avanços nos últimos 10 anos, o transplante pulmonar permanece 

como uma modalidade terapêutica com alta morbi-mortalidade (Inoue et al., 2010). 

Como a DPOC é caracterizada pela perda de tecido pulmonar e remodelação 

das vias aéreas, há um crescente entusiasmo por uso de CT e progenitoras para 

regenerar o parênquima e células das vias respiratórias, e restaurar a função pulmonar 

em pacientes com DPOC. 

A medicina regenerativa tem apresentado muitos avanços na cicatrização e 

regeneração tecidual em diferentes doenças, tanto em humanos quanto em modelos 

experimentais, através do transplante de CT, administração de fatores de crescimento e 

aplicação de MC (Barnes, 2003).  

IV.1.1 Epidemiologia 

Do ponto de vista epidemiológico, a DPOC representa um sério problema 

de saúde pública e um grande desafio terapêutico para pneumologistas e clínicos gerais. 

Ela acomete predominantemente indivíduos entre 50 e 75 anos, existindo uma 

importante relação desta com o tabagismo, o qual se estima ser responsável por 75% a 

95% de todos os casos. É a patologia que apresenta maior custo econômico diretamente 

relacionado a problemas de saúde determinados pelo tabagismo e, ainda, por custos 

indiretos de morbidade, perda salarial, aposentadoria e morte precoce (Pawels et al., 

2001). 

Estima-se que a prevalência global desta patologia é de cerca de 210 

milhões de pacientes com 80 milhões já em estágios moderados ou graves da doença. 

Figura-se a DPOC como a quarta principal causa de morte no mundo e de acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), estima-se que a doença será a terceira causa de 

morte em 2020 (Murray et al., 1997; Gard, 2008; GOLD, 2013). 



11 

 

Atualmente, a DPOC afeta 5,5 milhões de brasileiros - um aumento de 40% 

em relação aos últimos 20 anos (Macintyre, 2004). Segundo dados da DATASUS de 

2004, a cada ano são hospitalizados 280 mil brasileiros com DPOC, sendo gastos cerca 

de 90 milhões de reais com internação destes pacientes (DATASUS, 2008). 

Na Bahia, dados epidemiológicos atestam que existem cerca de 511.736 

portadores da DPOC, sendo que 183.493 apresentam-se nos estágios moderado e grave, 

com 10.268 internamentos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e com 898 óbitos 

anuais. Esses números demonstram a importância da identificação precoce e tratamento 

da doença, assim como da compreensão da patogênese e das manifestações sistêmicas 

(Ribeiro, 2008). 

IV.1.2 Patogênse 

A patogênese do EP envolve uma combinação de inflamação, aumento da 

produção e secreção da elastase pulmonar, desequilíbrio entre as metaloproteinases, 

estímulo à apoptose celular e estresse oxidativo (Groneberg et al., 2004), muitas vezes 

mediada pelo hábito de fumar. 

A fumaça de cigarro é uma mistura complexa com mais de 4.000 

constituintes químicos, sendo o maior fator de risco para a DPOC e EP, que parece ser a 

lesão mais grave (Borgerding et al., 2005). De acordo com a hipótese do desequilíbrio 

entre proteases e antiproteases, o fumo induz ao aumento do número de neutrófilos e 

macrófagos no pulmão e conseqüente liberação de enzimas proteolíticas dessas células. 

Essa liberação de proteases não é totalmente inibida pelas antiproteases, levando a 

proteólise do tecido conjuntivo (mais especificamente elastina) e, consequentemente, ao 

EP (Churg et al., 2005; Abboud, 2008). 

Dessa forma, a destruição das paredes alveolares resulta da ação das 

enzimas proteolíticas ativas que degradam a matriz extracelular e afetam a integridade 

de seus componentes, particularmente as fibras de colágeno e elastina (Groneberg et al., 

2004). 
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IV.2. Modelos experimentais de enfisema pulmonar 

Os modelos experimentais assumem uma relevância crescente a cada dia, 

permitindo a investigação dos mecanismos patogênicos de diversas doenças e do 

potencial terapêutico de novas drogas ou procedimentos. É importante que o modelo 

experimental seja funcionalmente o mais próximo possível daquele manifestado no ser 

humano e que permita a avaliação dos fenômenos biológicos ou comportamentais, 

naturais ou induzidos (Ferreira et al., 2005). Dentre estes, os modelos desenvolvidos em 

camundongos são a melhor opção, pois (i) o genoma dos camundongos é conhecido e 

apresenta similaridades com o genoma humano, (ii) há disponibilidade de sondas e 

anticorpos monoclonais, (iii) apresenta um ciclo de vida rápido e curto, permitindo que 

os estudos sejam concluídos em meses e (iv)  tem custo viável para criação. 

Especificamente, os modelos animais de EP são de grande importância, pois nos 

auxiliam no entendimento da fisiopatologia, bem como, na investigação de novas 

condutas terapêuticas para o tratamento desta patologia (Knudsen et al., 2004; Lüthje et 

al.,2009; Vidal et al., 2012). 

IV.3. Engenharia tecidual 

Terapia celular é o conjunto de métodos e abordagens tecnológicas com a 

utilização de células no tratamento de doenças como: diabetes melito, câncer, 

pneumopatias, doenças genéticas, cardíacas e neurodegenerativas (Zago, 2005). 

Há uma vasta literatura acerca do uso de CT adultas e embrionárias, 

evidenciando resultados promissores e perspectivas terapêuticas em diferentes 

patologias humanas e modelos experimentais (Souza et al., 2010; Amorin et al., 2012; 

Pinto Filho et al., 2013). Apesar de um número não tão expressivo de pesquisas tendo o 

pulmão como objeto de estudo na terapia celular, há dados na literatura, em modelos 

experimentais, que evidenciam a presença de CT transplantadas e marcadas com 

anticorpos específicos, nos pulmões de animais (Ferreira et al., 1997; Ribeiro-Paes et 

al., 2009). Esses trabalhos evidenciaram a migração de células da medula óssea para o 

pulmão, fornecendo arcabouço conceitual e referencial teórico para fundamentar o 

emprego das CT na regeneração do tecido pulmonar (Allers et al., 2004; Lee et al., 

2007; Gandia et al., 2008; Ribeiro-Paes et al., 2009). 
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IV.3.1 Células-tronco 

O desenvolvimento corpóreo se inicia na fase embrionária após a formação 

do zigoto, resultado da fecundação dos gametas parentais. Este componente celular ao 

ser formado apresenta uma intensa divisão, seguido em um segundo momento por uma 

marcante diferenciação celular, originando assim a enorme diversidade orgânica. Esta 

capacidade é necessária para o desenvolvimento corpóreo, mas apresenta uma 

significativa redução deste potencial ao atingir maturação. Tecidos especializados 

apresentam um controle homeostático da sua população celular na fase adulta, 

realizando assim a reposição das células mortas pelo processo de envelhecimento ou 

dano tecidual (Van et al., 2008).  

A plasticidade celular encontrada no zigoto ainda permanece na fase adulta 

em algumas células de órgãos especializados como medula óssea e fígado. As CT 

possuem essa característica de capacidade de diferenciação tanto na fase embrionária 

como na adulta (Fuchs & Segre, 2000). 

 As CT apresentam características que as distinguem dos demais tipos 

celulares encontrados no organismo, como o caráter indiferenciado e não especializado 

destas células, permitindo a sua multiplicação e mantendo uma população 

indiferenciada por longo período (tanto in vivo quanto in vitro). Estas particularidades 

permitem que, diante de um estímulo ambiental, estas células apresentem a capacidade 

de originar múltiplas populações celulares idênticas, agregadas a um enorme potencial 

de diferenciação. Elas possuem a capacidade de realizar divisões assimétricas 

originando novos precursores com capacidade restrita de diferenciação, ao mesmo 

tempo em que repõem a população de CT com a produção de células indiferenciadas, ou 

seja, auto-renovação (Zago, 2005). 

Inúmeras são as fontes de CT e encontrar a mais apropriada para uso 

terapêutico depende da investigação de diversos fatores como suas características 

fenotípicas, potencial de diferenciação, sua capacidade de proliferação e estabilidade 

citogenética, quando expandidas in vitro. As CT são classificadas como embrionárias ou 

adultas de acordo com sua fonte e estágio de desenvolvimento (Van et al., 2008). 
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As CT adultas têm a capacidade de assumir características de células que se 

desenvolvem a partir da mesma camada germinativa primária ou de camadas diferentes. 

Muitos experimentos que envolvem a plasticidade celular demonstram que CT 

derivadas da medula óssea, que é proveniente do mesoderma podem se diferenciar em 

outros tecidos provenientes da mesma camada, tais como: do músculo esquelético, do 

músculo cardíaco e do fígado; mas também podem se diferenciar em tecido neural, que 

é derivado de camada embrionária diferente: o ectoderma (Ferreira et al., 2005). 

Na medula óssea podem ser observadas três populações de CT: as 

hematopoiéticas, as mesenquimais (estromais) e provavelmente células progenitoras 

endoteliais (Shi et al., 1992). As hematopoiéticas são responsáveis pela formação do 

tecido sanguíneo e as MSCs encontram-se imersas no estroma medular e podem dar 

origem a diferentes tipos celulares (Körbling et al., 2003). 

As MSCs podem se diferenciar em vários tipos celulares incluindo 

cardiomiócitos e células endoteliais vasculares, e podem ser facilmente isoladas de 

medula óssea e expandidas em cultura (Shi et al., 1992).  

Sendo assim, estas MSCs podem oferecer potencial terapêutico para 

pacientes com DPOC, fazendo parte da terapia celular mais estudada para as doenças 

pulmonares. Estas células apresentam as seguintes características: expressão de CD105 

(endoglina), CD73 (enzima 5’-nucleotidase), e CD90/Thy 1 (antígenos de diferenciação 

de timócitos 1); ausência de expressão superficial de CD45 (marcador de célula 

hematopoiética), CD34 (receptor de células endoteliais), CD14 (receptor de 

lipopolissacarídeo LPS), CD11b (marcador de célula imune – integrina), CD79 

(proteína transmembranar), CD19 (receptor de antígeno dos linfócitos B), e HLA-DR; e 

a capacidade de se diferenciar em adipócitos, condrócitos, osteócitos in vitro (Dominici 

et al., 2006). 

As terapias atuais visam controlar os sintomas, limitar a inflamação e 

melhorar a capacidade funcional em pacientes com DPOC. No entanto, nenhuma terapia 

disponível tem sido capaz de reconstituir a arquitetura alveolar ou interromper o 

processo fibrogênico. Em vários estudos pré-clínicos, o tratamento com MSCs tem sido 

demonstrado como uma estratégia imunomoduladora, atenuando a inflamação, 

diminuindo os níveis de mediadores inflamatórios, tais como a interleucina 1 beta (IL-
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1b), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina (IL-8), assim como a 

diminuição da apoptose (Zhen et al., 2010; Huh et al, 2011), melhora na regeneração do 

parênquima e aumento na perfusão pulmonar (Guan et al., 2003; Shigemura et al., 2006. 

Huh et al., 2011).  

IV.3.2. Meio condicionado 

O MC refere-se a um conjunto de proteínas que contêm um peptídeo 

sinalizador e são processadas através do retículo endoplasmático e complexo de Golgi 

através da via de secreção clássica. De um modo geral, o MC também engloba proteínas 

contidas na superfície das células e as proteínas intracelulares liberadas através da via 

de secreção não-clássica ou exossomos. Estas proteínas incluem numerosas enzimas, 

fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores solúveis. Eles são fundamentais 

para os processos de crescimento celular, diferenciação e angiogênese através da 

regulação nas interações célula-célula e célula-matriz extracelular (Dowling et al., 

2011). 

Os efeitos benéficos e protetores do MC sobre o coração e fígado in vitro e 

in vivo incluem indução de arteriogênese por migração e proliferação de células 

endoteliais em modelo de isquemia de músculo esquelético, redução da apoptose em 

cardiomiócitos submetidos à hipóxia, redução do infiltrado leucocitário, da apoptose de 

hepatócitos e da duplicação do ducto biliar em hepatite fulminante experimental 

(Davani et al., 2003; Monteiro et al., 2004). 

IV.4. Terapia celular em doenças pulmonares 

A medicina regenerativa, através do transplante de CT, tem apresentado 

muitos avanços na cicatrização e regeneração tecidual em diferentes doenças tanto em 

humanos quanto em modelos experimentais (Shintani et al., 2001; Tateishi-Yuyama et 

al., 2002; Nerem, 2004). No caso específico do EP, os modelos animais têm sido 

empregados a fim de investigar os mecanismos patogênicos das doenças crônicas 

pulmonares constritivas bem como avaliar a eficácia da nova opção terapêutica 

(Finkelstein et al., 1995; Barnes, 2005). O desafio de induzir o reparo funcional do 

tecido pulmonar implica não somente em regenerar a estrutura alveolar, mas seu 
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suprimento sangüíneo tanto para nutrição celular como para troca gasosa restituindo a 

função pulmonar. 

Vários modelos animais e, também, em humanos têm demonstrado 

deposição de CT em vários tipos de lesões específicas e não específicas pulmonares, tais 

como fibrose pulmonar induzida por bleomicina, hipertensão pulmonar induzida por 

hipóxia, enfisema induzido por elastase (Cote et al., 2007; Sabit et al., 2007). Desde 

meados dos anos 90, diferentes grupos têm apresentado evidências de CT detectadas no 

pulmão submetido ao tratamento como células semelhantes aos fibroblastos (Groneberg 

et al., 2004; Abboud, 2008). 

Células aderentes obtidas a partir de cultura de CT da medula óssea podem 

ser divididas a nível morfológico em populações celulares heterogêneas. Uma destas 

populações é composta por células poligonais grandes, tipo fibroblastos que sintetizam 

proteínas de matriz tais como colágeno tipo I e IV, laminina e fibronectina (Gruber et 

al., 2004; Celli, 2006). Em 2001, Krause et al. geraram mais evidências a respeito do 

potencial terapêutico das CT de medula óssea para regenerar o tecido pulmonar, quando 

demonstraram que esta população de células aderentes é capaz de se diferenciar em 

epitélio brônquico e pneumócitos alveolares tipo II. Células aderentes obtidas de cultura 

de CT transplantadas em camundongos utilizados como modelo experimental de fibrose 

assumem características morfológicas e moleculares de pneumócitos tipo I constituintes 

do epitélio alveolar (Cote et al., 2007). 

Os resultados destes diferentes estudos têm sido conflitantes, pois relatam 

diferentes freqüências de deposição e diferentes células formadas como resultado do 

transplante das CT de medula óssea. É provável que estas diferenças estejam associadas 

à diversidade dos métodos de detecção empregados e aos diferentes modelos 

experimentais utilizados. Por exemplo, Kotton et al. (2004) demonstraram que as CT de 

medula óssea depositaram-se no interior dos pulmões de camundongos e estas foram 

capazes de diferenciarar-se em pneumócitos tipo I expressando β galactosidase e 

marcadores para pneumócitos tipo I, mas não tipo II em seu modelo utilizando 

bleomicina. Krause et al. (2005), utilizando transplante de células da medula óssea após 

irradiação da medula do animal, encontraram pelo método de FISH (hibridização in situ 

fluorescente) para o cromossomo Y e imunohistoquímica com vimentina que 20% 
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destas células depositadas diferenciaram-se em pneumócitos tipo II e 4% foram 

encontradas no epitélio brônquico. 

Apesar destes resultados promissores, uma das limitações da utilização de 

CT é a modesta quantidade de células transplantadas encontradas no pulmão, apenas 23 

a 35 células em cada pulmão (Cote et al., 2007). Baseado nos achados da literatura, um 

interessante enfoque seria a investigação de estratégias que aumentassem a população 

de células transplantadas no pulmão. Desta forma, haveria pelo menos duas estratégias 

principais: promover um microambiente pulmonar mais propício à proliferação celular 

através da administração de substâncias que aumentassem a migração celular para 

tecidos danificados ou através da manipulação celular com ativação de sinais 

diretamente envolvidos no processo da transdiferenciação. 
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V. METODOLOGIA 

Detalhamento da metodologia  

I) Animais - Foram utilizados para o desenvolvimento deste projeto 

camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 entre 6-8 semanas de idade mantidos no 

biotério do CPqGM/FIOCRUZ  e camundongos machos transgênicos C57BL/6 EGFP 

4-6 semanas (disponíveis no biotério do CBTC/HSR) com temperatura controlada e 

água e ração ad libitum. Os animais foram avaliados funcional e estruturalmente antes 

da indução do enfisema, 28 dias após a administração de elastase para confirmar o 

desenvolvimento da lesão enfisemetosa, e 8 semanas após o tratamento (Ishizawa et al., 

2004).  

II) O projeto está de acordo com os princípios de ética na pesquisa com 

animais adotado pela lei 11.784/2008, sendo aprovado e licenciado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais do CPQGM/ FIOCRUZ / Ba (Protocolo 016/2012 – 

14/03/2013 à 14/03/2015). 

III) Indução do enfisema – Os camundongos foram anestesiados por 

inalação de isoflurano (0,5-2%). A concentração do anestésico oferecido foi controlada 

através da monitorização do ritmo cardíaco, que foi mantida acima de 350 bpm. Os 

animais foram colocados em posição supina numa mesa aquecida e submetidos à 

instilação de 100 ul de solução de elastase pancreática porcina (2U/100g de massa 

corporal) dissolvido em solução salina (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Alemanha). Os 

camundongos do grupo controle não manipulado foram apenas submetidos aos exames 

funcionais. Para indução do enfisema, os animais foram submetidos à incisão cervical 

anterior e o músculo divulsionado, a fim de visualizar a traqueia e fazer a punção 

traqueal para administrar a solução. O procedimento durou cerca de 10 minutos por 

animal. Em seguida, os camundongoos foram suturados e mantidos numa placa quente 

(30°C) até o restabelecimento da respiração espontânea e extubação. 

IV) Análise da função cardiorrespiratória por ergometria – O animal foi 

colocado em uma esteira ergométrica, dentro de uma câmara de acrílico munida de 

estímulo elétrico e com controlador de velocidade da esteira e a magnitude do choque 

(LE 8700 treadmill control, Panlab, Barcelona, Espanha). Os dados foram enviados ao 
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computador através de um amplificador contendo uma placa analógico-digital (ML 820, 

PowerLAb). Os dados foram armazenados em computador para análise no programa 

Chart 5 for Windows – Metabolism for PowerLab System. Os animais foram colocados 

na esteira 5 minutos antes do início do exercício. A velocidade inicial foi de 6 cm/s com 

incrementos na velocidade de 6 cm/s a cada 5 minutos. O teste foi realizado até os 

animais entrarem em exaustão, isto é, permanecer por 10 segundos ou mais na área de 

choque. O parâmetro avaliado foi a distância percorrida. 

V) Análise funcional do coração de camundongos enfisematosos por 

aquisição de imagens in vivo – Após a indução de anestesia geral utilizando o sistema 

de anestesia inalatória com administração de isofluorano foi iniciada a aquisição das 

imagens do coração que permitiu a detecção e quantificação dos parâmetros 

hemodinâmicos. Neste estudo foi utilizado o sistema Vevo da Visual Sonics (Toronto, 

Canadá) para pesquisas científicas em modelos experimentais com animais pequenos. 

Este sistema permite a avaliação das estruturas anatômicas e da função hemodinâmica 

em animais experimentais. Os programas de análise deste sistema incluem: 

B-Mode – permite a visualização de estruturas anatômicas com até 30 μ de 

resolução detectando alterações morfológicas. 

M-Mode – permite a visualização e mensuração da mobilidade da parede 

ventricular detectando anormalidades mecânicas numa freqüência de amostragem de 

quatro KHZ. 

Pulse Wave Doppler Mode - permite a quantificação da hemodinâmica do 

sistema cardiovascular através da mensuração do fluxo sanguíneo em uma rede 

vascular, como em vasos individuais como arteríola ou vênula. 

Os parâmetros avaliados foram o diâmetro das câmaras cardíacas; a fração 

de encurtamento; a velocidade de encurtamento; a estrutura e funcionamento das 

válvulas; a fração de ejeção e a velocidade do fluxo sanguíneo. 

VI) Análise funcional cardíaca por eletrocardiografia - Após a indução de 

anestesia geral utilizando o sistema de anestesia inalatória com administração de 

isofluorano, foi iniciada a aquisição dos registros eletrocardiográficos. Estes registros 

foram obtidos pelo equipamento Bio Amp PowerLab (PowerLAb, ADInstruments, 

Austrália) que permite o registro de sinais biológicos em animais com total isolamento 

elétrico. Os dados foram adquiridos e armazenados em computador para análise no 
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programa Chart 5 for Windows. Os parâmetros avaliados foram, presença de arritmias, 

amplitude das ondas, intervalo PR, duração do QT, intervalo RR e frequência cardíaca 

(FC). 

VII) Obtenção e cultura das MSCs - As CT da medula óssea foram obtidas a 

partir do fêmur de camundongos machos com 4-6 semanas de idade da linhagem 

C57BL/6 EGFP (disponíveis no biotério do CBTC/HSR), após serem eutanasiados em 

câmara de CO2 (Protocolo de Procedimento CEUA 016/2012). As células 

mononucleares da medula foram separadas por centrifugação em gradiente de Ficoll a 

2500 rpm por 15 minutos, ressuspensas em meio e filtradas em lã de nylon (Soares et 

al., 2004). Estas células de medula óssea foram cultivadas em frascos de cultura a uma 

densidade de 10
6
 células/ml em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) 

suplementado com 10% de soro bovino fetal, sendo as células não aderentes removidas 

por lavagens em meio DMEM após 3 dias de cultura. Após atingirem cerca de 80% de 

confluência, as células foram tripsinizadas e semeadas em novos frascos para expansão 

(Krampera et al., 2003). 

VIII) Obtenção do MC - Foi obtido através da coleta de soro livre médio 

(suplementado com 0,05% de albumina bovina para evitar a agregação de proteína) 

após 24 horas de cultura de células de diferentes massas. A maioria dos experimentos 

foram realizados com a massa celular ideal de 2x10
6
 células. O meio foi então 

concentrado, cerca de 25 vezes, com unidades de ultrafiltração (Amicon Ultra-PL 3, 

Millipore, Bedford, MA, EUA), com 10 kDa (peso molecular de corte). As frações 

concentradas foram coletadas e reconcentradas usando o mesmo sistema de 

ultrafiltração. Um volume total de 250 µl de meio condicionante foi infundido na veia 

caudal 28 dias após a indução do EP. 

IX) Avaliação das populações celulares por citometria de fluxo - As 

populações celulares utilizadas no tratamento dos camundongos enfisematosos foram 

caracterizadas por citometria de fluxo, utilizando anticorpos para detecção dos seguintes 

marcadores: CD45, CD34, CD105, CD117 (receptor da tirosina quinase), CD29 

(integrina beta-1), CD73, CD11b, CD44 (receptor de hialuronato), CD90, Sca-1 

(Antígeno 1 de células-tronco) e GFP (proteína fluorescente verde). As análises foram 

feitas em um FACScalibur utilizando o programa CellQuest (Becton Dickinson). 
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X) Avaliação por microscopia de fluorescência das CT transplantadas 

(GFP+) que migraram para o pulmão – Foram utilizados cortes de 5mm de pulmão 

incluídos em parafina. Após desparafinização com xilol e re-hidratação o tecido foi 

marcado com anticorpo específico. Esta marcação foi utilizada para a avaliação da 

expressão da GFP. A fluorescência das células GFP+ foi intensificada pela utilização de 

anticorpos anti-GFP conjugados com Alexa-Fluor 488 (Molecular Probes). Após 

lavagem as lâminas foram montadas com meio de montagem contendo DAPI 

(Vectashield, Vector Laboratories). 

A presença de células fluorescentes foi avaliada em microscópio BX61 

(Olympus) com sistema de epifluorescência e grid para aumento da resolução 

(OptigridÒ, Structured- light Imaging System, Thales Optem inc, USA) utilizando 

filtros apropriados (Olympus). As imagens foram capturadas utilizando-se uma câmera 

digital SPOT Flexo Camera (15.2, 64 Mp, Shifting Pixel, Diagnostic Instruments inc, 

USA). 

XI) Avaliação morfométrica - os animais foram sacrificados 2 meses após o 

tratamento e os pulmões fixados em formalina 4%. As lâminas foram coradas por 

hematoxilina e eosina (HE) e analisadas por microscopia de campo claro para contagem 

de células inflamatórias que foram quantificadas em 10 campos por corte de tecido 

pulmonar e integradas por mm
2
, por avaliação morfométrica digital. As imagens foram 

analisadas usando o programa Image Pro para que as células fossem contadas e 

integradas pela área. A extensão das lesões enfisematosas foi estimada através da 

medida linear intersepto (Lm) ou método de Thurlbeck modificado (Ishizawa et al., 

2004). 

XII) Avaliação da expressão gênica - A expressão gênica de citocinas, 

fatores de crescimento e da gliceraldeído-e-fosfato dehidrogenase (GAPDH) foi 

determinada pela técnica de reação de polimerização em cadeia (PCR) em tempo real. A 

expressão gênica de GAPDH foi utilizada como controle interno da reação. Para 

realização desta técnica foi necessário extrair o RNA das amostras de pulmão e coração 

para sintetizar o DNA complementar (cDNA). Para obtenção do RNA foi utilizado o 

TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA) conforme instruções do fabricante. O centrifugado 

final de RNA foi diluído em 30 μl de água ultra-pura. As concentrações de RNA foram 

determinadas por espectrofotometria em absorbância no comprimento de onda de 260 
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nm. A pureza do RNA foi determinada calculando a razão entre as absorbâncias 

medidas em 260 nm e 280 nm e através de gel de agarose corado com brometo de 

etídio. As amostras foram guardadas a – 80ºC até sintetizar o cDNA. As amostras foram 

convertidas a cDNA na presença da enzima ThermoScript RT reverse transcriptase 

(Invitrogen; Carlsbad, CA) segundo orientações do fabricante. A reação de PCR em 

tempo real foi realizada no termociclador de DNA (Perkin Elmer GeneAMp PCR 

System 2400, Norwalk CT). A técnica de PCR é baseada na detecção e quantificação de 

um corante fluorescente (Lee et al., 1993; Livak et al., 1995). A fluorescência emitida 

pela reação é monitorada a cada ciclo da reação de PCR, o que permite saber o início da 

fase exponencial da reação. Para as reações de PCR em tempo real foi utilizado o 

reagente SYBR® green PCR master mix (Applyed Byosistem, Foster city, CA),  

segundo as recomendações do fabricante. Durante o PCR TaqMan®, os sinais de 

fluorescência emitidos aumentam em intensidade e em proporção direta à quantidade de 

produto específico amplificado. O instrumento ABI Prism 5700 mede mudanças na 

fluorescência ciclo por ciclo em cada amostra. Os dados são inicialmente expressos 

como um limiar de ciclagem (Ct) que representa um patamar de detecção de 

fluorescência. Baseando-se no Ct obtido é possível estimar a quantidade inicial de 

cDNA contido nas diferentes amostras. Assim o valor do Ct correlaciona-se com os 

níveis de cDNA usados na reação.  

XIII) Grupos experimentais  

Grupo controle – 10 camundongos C57BL/6 fêmeas que não foram 

manipulados e foram utilizados como controle negativo. 

Grupo enfisematoso tratado – 20 camundongos C57BL/6 fêmeas que foram 

submetidos à administração intratraqueal de100 µl de solução de elastase (2U/100g) 

para posterior tratamento. 

• 10 animais – tratados com meio condicionado. 

• 10 animais – tratados com células mesenquimais. 

Grupo enfisematoso não tratado – 10 camundongos C57BL/6 fêmeas foram 

submetidos à administração intratraqueal de 100 µl de solução de elastase (2U/100g), a 
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indução do enfisema e submetidos à administração via caudal de salina (100 µl salina) 

para acompanhamento sem tratamento. 

XIV) Análise estatística – Foi utilizado o programa Graphpad prism 5.0. 

Realizando o teste ANOVA não-paramétrico e o pós-teste de Dunnet com a média ± 

desvio padrão com níveis de significância de p < 0,05. 

Plano de trabalho e delineamento experimental:  

O plano de trabalho e o delineamento experimental contemplam 18 meses 

de execução de projeto. Foram utilizados 40 animais distribuídos entre os grupos 

experimentais discriminados acima. Antes e após a indução do enfisema, bem como, 2 

meses após o tratamento, estes animais foram acompanhados, através de exames 

funcionais, imunológicos e bioquímicos (descritos em “Metodologia”) por 11 meses a 

fim de acompanhar longitudinalmente (i) o desenvolvimento e progressão da doença, 

(ii) a eficácia do tratamento, (iii) a função cardiorespiratória (iv) e a sobrevida dos 

animais (Figura 1). Após este período de avaliação, estes animais foram eutanasiados 

por superdosagem de anestésico injetável (ketamina/xilasina) conforme Protocolo de 

Procedimento CEUA/CPQGM 016/2012,  para obtenção do coração e do pulmão.  

Delineamento Experimental 

 

Figura 1: Delineamento experimental 

 
 
 
 

Execução – 11 meses (02/2014 - 12/2014) 

n= 40 animais 

11 meses 

Histologia 
Microscopia de fluorescência 

RT-PCR: TNF, IL10, IL6, 

TGF-, VEG-F, ELN, ALPL. 
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VI. RESULTADOS 

VI.1. Avaliação das populações celulares por citometria de fluxo 

A citometria de fluxo revelou a presença dos seguintes marcadores de 

MSCs: GFP, Sca-1, CD73, CD90, CD44, CD29, CD105. A expressão foi baixa para os 

marcadores: CD45, CD117, CD11b, CD34 (Figura 2; Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Imunofenotipagem das MSCs. Análise da expressão de GFP em MSC da medula óssea de 

camundongos, cultivadas em DMEM por citometria de fluxo após quatro repliques e confluência de 80% 

a 90% para caracterização fenotípica. 

 

Tabela 1: Caracterização das MSCs por citometria de fluxo. Expressão dos marcadores de superfície em 

cultura de células-tronco de medula óssea na 6ª passagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Marcadores (BMSC) Células marcadas (%) 

GFP 97 

Sca-1 87.2 

CD73 83 

CD45 0.7 

CD117 1.4 

CD11b 1.6 

CD90 88.5 

CD44 99 

CD34 7.9 

CD29 99 

CD105 96.6 
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VI.2. Análise funcional:  

VI.2.1. Ergometria 

Antes da manipulação, todos os camundongos foram capazes de exercitar-se 

igualmente em esteira ergométrica, sem diferenças estatisticamente significantes. Os 

animais foram capazes de percorrer 395,9 ± 15,82 m na esteira ergométrica, enquanto 

que 28 dias após a administração intratraqueal de elastase, os camundongos percorreram 

uma distância significativamente menor (252,4 ± 13,33 m; p<0,001).  Após 8 semanas 

do tratamento os animais que receberam o transplante de MSCs e MC melhoraram o 

desempenho no exercício. O tratamento com MSCs aumentou de forma significativa a 

capacidade de realizar exercício dos camundongos enfisematosos (318,2 ± 26,96 m; 

p<0,001), bem como com o MC (344,45 ± 21,88 m; p<0,01). O mesmo não foi 

observado no grupo em que foi administrado salina (263,5 ± 26,58 m) (Figura 3). 
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Figura 3: Medições de distância percorrida em camundongos normais e enfisematosos antes da indução 

de enfisema (Pré - indução); 28 dias após a indução do enfisema (Pós - indução) e 8 semanas depois do 

tratamento (Pós - tratamento). Os dados são apresentados como média ± S.E.M. de 10 animais / grupo de 

*** p <0,001, ** p <0,01 e * p <0,05. 
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VI.2.2. Eletrocardiografia 

Os registros eletrocardiográficos obtidos antes da indução do EP revelam 

animais com ritmo sinusal normal e os parâmetros mensurados dentro da normalidade 

(Figura 4A). Vinte oito dias após a indução do enfisema, não foi possível observar 

alterações significativas no traçado eletrocardiográfico (Figura 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI.2.3. Ecocardiografia 

Observou-se no estudo das imagens cardíacas, que não houve diferença 

significante, em relação aos parâmetros ecocardiográficos, entre os grupos controle, 

enfisema e salina, neste período de indução.  

 

 

Figura 4: (A) Registro eletrocardiográfico obtido em um camundongo antes da indução do enfisema pulmonar. 

Ritmo sinusal normal. Frequência cardíaca – 417bpm. Intervalo PR – 35ms. Intervalo QT – 32ms. Intervalo RR 

– 144ms. (B) Registro eletrocardiográfico obtido em um camundongo 28 dias após a indução do enfisema 

pulmonar. Ritmo sinusal normal. Frequência cardíaca – 457bpm. Intervalo PR – 36ms. Intervalo QT – 36ms. 

Intervalo RR – 131ms. 

 
 
 
 

A 

B 



27 

 

VI.3. Análise morfométrica 

Comparando-se os cortes histológicos pulmonares obtidos dos 

camundongos enfisematosos tratados com MC e MSC (Figuras 5C e 5D) com os 

tratados com salina (Figura 5B), observou-se que os grupos tratados com MC e MSC 

foram capazes de restaurar o parênquima pulmonar, comprovado pela restauração do 

septo alveolar, apresentando aspecto semelhante aos cortes histológicos dos 

camundongos normais (Figura 5A). Em contraste, a degeneração dos septos alveolares 

observado no enfisema induzido pela administração de elastase não foi revertida nos 

camundongos enfisematosos tratados com salina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Cortes histológicos representativos de tecido de pulmonar de camundongo normal (A), 

camundongo enfisematoso tratado com solução salina (B), camundongo enfisematoso tratado com MC 

(C) e camundongo enfisematoso tratado com MSC (D). Cortes histológicos de animais enfisematosos 

tratados com salina mostraram grandes áreas de destruição alveolar. Coloração HE (200x). 

 

A extensão das lesões enfisematosas foi estimada através da Lm. No grupo 

controle foi mensurado 27,96 ± 0,54 m e após a indução, observou-se que houve um 

aumento importante dos espaços aéreos, obtendo-se uma medida de 46,80 ± 0,70 m; 

p<0,0001. Após o tratamento a Lm foi reduzida significativamente, com 38,70 ± 0,44 

m; p<0,0001 nos animais que receberam MSC, observando-se o mesmo nos animais 

tratados com MC 33,75 ± 0,44 m; p<0,0001 (Figura 6). 
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Figura 6: Comparação do comprimento da medida linear intersepto em camundongos normais (A), 

camundongos enfisematosos tratados com salina (B), camundongos enfisematosos tratados com MC (C) e 

camundongos enfisematosos tratados com MSC (D). Os dados são apresentados como média ± S.E.M. de 

10 animais / grupo *** p <0,0001 

 

VI.4. Avaliação por microscopia de fluorescência das células-tronco 

transplantadas (GFP+) que migraram para pulmão 

A análise por imunofluorescência dos cortes histológicos dos tecidos 

pulmonares, através da marcação com anticorpo específico, anti-GFP, para a avaliação 

da expressão da GFP, revelou  a presença de células fluorescentes nos cortes 

histológicos de pulmões. 

 

 

 

 

 

Figura 7: Imunofluorescência de corte de pulmão de camundongo enfisematoso após administração de 

células mesenquimais de E-GFP C57BL/6 de transplante de camundongos transgênicos. Os cortes foram 

corados com phalloidin (vermelho) anti-actina, DAPI (azul) para os núcleos e anti-GFP (verde). (A) e 

200X (B) 400X. 
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VI.5. Avaliação da expressão gênica 

Não foram encontradas alterações estatisticamente significantes na 

expressão gênica de TNF, Il10, Il6, fator de crescimento transformador beta (TGF-), 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), endotelina (ELN), quando 

comparado os grupos enfisematosos tratados com MSCs e MC e enfisematos não 

tratados (controle). Em relação à mensuração da fosfatase alcalina (ALPL), houve 

diferença significativa (p<0,05) entre o grupo controle e o grupo enfisematoso 

submetido ao tratamento com MSCs. 
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Figura 8: Avaliação quantitativa da expressão do RNAm de ALPL por análise de PCR em tempo real em 

camundongos do grupo controle, dos grupos tratados com MSC e MC. Redução da expressão do RNAm 

de ALPL em animais enfisematosos tratados com MSC. * p<0,05 (Controle x MSC) 
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VII. DISCUSSÃO 

Neste estudo, optou-se por desenvolver o modelo experimental de EP por 

instilação intratraqueal de elastase pancreática porcina em fêmeas C57Bl6 com base em 

evidências pré-clínicas que apontam as fêmeas como mais suscetíveis ao 

desenvolvimento de enfisema do que os machos (Hantos et al., 2008). Atualmente, os 

camundongos são considerados o padrão-ouro para reproduzir e estudar muitas doenças 

humanas, devido à grande semelhança entre o genoma desta espécie e o da espécie 

humana (Waterston et al., 2002), baixo custo para criação, disponibilidade de sondas 

moleculares e anticorpos, desenvolvimento de equipamentos para registro de sinais e 

imagens biológicas de alta sensibilidade e precisão. Além da expressiva quantidade de 

dados sobre a anatomia, biologia, imunologia e fisiologia desses animais. 

A indução do EP em  roedores através da instilação intratraqueal de elastase 

pancreática porcina tem sido utilizado por mais de três décadas. É considerado o modelo 

mais consistente para o desenvolvimento do enfisema (Hayes et al., 1972; Ken-ichiro et 

al., 2010; Vidal et al., 2012). Isto ocorre devido à ação da elastase sobre as fibras de 

elastina, conduzindo a inflamação pulmonar aguda e destruição do parênquima 

pulmonar. É um modelo muito apropriado para investigar e validar novas formas de 

avaliação da função e mecânica pulmonar em modelo experimental de enfisema (Fujita 

et al., 2004). 

Os protocolos de indução do EP realizados pela administração de elastase 

são rápidos e baratos. Além de permitir que a gravidade da lesão seja modulada pela 

dosagem da enzima administrada, e as alterações morfológicas e funcionais detectáveis 

em curtos prazos. Várias características do EP, induzido por fumaça do cigarro ou 

genética, foram reproduzidos no EP induzido por elastase, incluindo a inflamação 

sistêmica e adaptações crônicas (Atunes et al., 2011; Vidal et al., 2012). Por 

conseguinte, o modelo de indução por elastase tornou-se uma ferramenta útil para 

validar uma variedade de novas drogas e intervenções (Takahashi et al., 2008), como a 

terapia com células derivadas da medula óssea (Ishizawa et al., 2004; Cruz et al., 2012), 

tratamento com o fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) (Fortunato et 

al., 2014) ou para desenvolver investigações sobre a mecânica das anormalidades 

pulmonares no decorrer da doença (Sawada et al., 2007, Kawakami et al., 2008).  



31 

 

A destruição do septo alveolar é uma das alterações estrturais mais 

característica do EP na fase crônica. No estudo em discussão, observou-se que 28 dias 

após a administração de elastase a Lm média foi de 46,80 m no grupo enfisematoso, 

sendo a diferença em relação a Lm mensurada no grupo controle não-enfisematoso, 

27,96 m, estatisticamente significativa p<0,0001. Além da baixa mortalidade nos 

grupos experimentais. Este protocolo foi baseado num estudo prévio realizado  por 

Vidal et al. (2012) no qual utilizou uma administração única intratraqueal de 100L de 

solução de elastase (2U/100g) para indução do enfisema experimental e, depois de 28 

dias, observaram alterações pulmonares funcionais e estruturais, com baixa mortalidade.  

Contudo, cabe ressaltar que há diversos ensaios pré-clínicos que utilizam 

diferentes concentrações de elastase para a indução do enfisema pulmonar, obtendo grau 

de lesão e nível de mortalidade mais elevados do que os apresentados neste estudo. 

Lüthje et al. (2009), usaram concentrações de 3,3U/100g em 5 instilações com intervalo 

de uma por semana em camundongos transgênicos NMRI com elevada atividade 

endógena anti-protease. Os animais  desenvolveram enfisema com grande Lm de 270, 7 

μm, porém, com alta taxa de mortalidade devido ao pneumotórax e a hemorragia 

pulmonar (30%). Em outro estudo, Kuhl et al. (2013), desenvolveram EP em 

camundongos fêmeas C57BL/6 com diferentes graus de lesão induzido por doses de 

elastase distintas. As doses variaram de 0,1U a 0,2U diluída em 50L de NaCl 0,9% em 

4 instilações com intervalo de uma por semana. A dose maior de 0,2U resultou em 

alterações na mecânica respiratória associada com elastólise e hiperinsuflação alveolar. 

Enquanto que a de 0.15U resultou em apenas mudanças histológicas e as doses mais 

baixas não levaram a alterações significativas. A Lm média foi de 47,5 +/- 15,8 μm, 

semelhante a Lm mensurada no estudo aqui apresentado. 

A gravidade das lesões do parênquima pulmonar, em modelos 

experimentais de EP, observada em relação ao desempenho nos exercícios pode ser 

avaliada por testes ergométricos, interpretados pioneiramente por Lüthje et al. (2009). 

Estes autores observaram, em relação ao grupo controle não-enfisematoso, uma redução 

significativa de 29,7%. na distância percorrida pelos camundongos enfisematosos que 

receberam instilação repetitiva de elastase.  
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No presente estudo, com uma única administração intratraqueal de elastase, 

observou-se uma redução do desempenho na ergometria, em relação a distância 

percorrida, de 36,03% quando comparada com este mesmo grupo no período pré-

indução. Não houve alteração no grupo não-enfisematoso entre os períodos pré e pós-

indução. 

As limitações fisiológicas da tolerância ao exercício, na DPOC, ocorre 

devido à mecânica pulmonar deficiente, como resistência de vias aéreas elevadas, 

redução mecânica do diafragma pela hiperinsuflação, alterações nas trocas gasosas 

pulmonares (relação ventilação/perfusão; espaço morto alveolar).  A intolerância ao 

exercício é um sintoma central em pacientes com EP, por isso é pertinente a avaliação 

desta patologia através do desempenho físico, e está relacionada com a qualidade de 

vida e ao prognóstico. Porém, há poucos estudos sobre a mecânica dessas alterações 

(António et al., 2010). 

As análises eletrocardiográficas e ecocardiográficas revelaram que não 

houve alterações cardíacas, no período de 28 dias pós-indução. Um aspecto a ser 

considerado é que o grau de comprometimento alveolar provocado na indução do 

enfisema pode não ter sido suficiente para provocar condições morfosiológicas 

necessárias para o desenvolvimento do cor pulmonale. Porém, Edwards et al. (1971) e 

Ishikawa et al. (1972) relataram que não há relação entre a presença de hipertrofia 

ventricular direita e a porcentagem de pulmão destruído pelo EP. 

Sulkowska et al. (1995) descrevem que os primeiros sinais de hipertrofia 

ventricular direita parecem estar presente três meses após a indução do EP, com 

evidente hipertrofia aos seis meses. Mostrando que é possível o desenvolvimento do cor 

pulmonale mais tardiamente, necessitando de um período maior de observação. 

Num estudo realizado por Cruz et al. (2012), através da instilação 

intratraqueal de 50 L de elastase 0,1U em camundongos C57BL/6, uma vez por 

semana durante quatro semanas, após 5 semanas de indução foi observado a presença de 

hipertrofia ventricular direita, mostrando que a concentração da elastase, bem como o 

método de instilações múltiplas podem interferir na progressão da doença e no 

desenvolvimento da hipertensão pulmonar, resultando no cor pulmonale.  
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Nesse estudo, foram utilizadas MSCs derivadas da medula óssea. Estas 

células apresentam atividade imunomoduladora (Zhao et al., 2010) e uma capacidade de 

diferenciação bem caracterizada (Wang et al., 2014), justificando a investigação quanto 

ao seu potencial terapêutico no tratatamento do EP, patologia crônica mediada por 

resposta imune exacerbda com lesões teciduais progressivas.  As MSCs podem ser 

obtidas de diferentes tecidos, mas a escolha por obtê-las a partir da medula óssea é 

devido a este ser um dos principais tecidos utilizados para a obtenção dessas células, por 

ter sido o primeiro empregado em terapia celular e o mais usado e caracterizado para o 

estudo das propriedades dessas células (Pinto Filho et al., 2013).  

A caracterização fenotípica das células informa o grau de pureza da cultura, 

pois outros tipos celulares encontrados na medula óssea e no tecido adiposo podem 

apresentar características morfológicas similares às MSCs in vitro, como células 

hematopoéticas e fibroblastos (Bobis et al., 2006). Assim, ressalta-se a importância da 

caracterização, realizada nesse estudo, das MSCs obtidas através da medula óssea para a 

utilização como terapia celular no modelo experimental de enfisema pulmonar induzido 

por elastase.   

De acordo com trabalhos realizados por diferentes grupos de pesquisa sobre 

a caracterização das MSCs, essa população expressa em sua superfície, marcadores 

como: CD44, CD105, CD29, CD73, CD90, CD166 (moléculas de adesão de leucócitos 

ativados), Stro-1 (fator estromal de suporte da hematopoese) e Sca-1 (Gronthos et al., 

2003; Kolf et al., 2007; Monteiro et al., 2008; Amorin et al., 2012; Pinto Filho et al., 

2013). Os marcadores hematopoiéticos e endoteliais que estão ausentes ou pouco 

expressos nessas células, são: CD11b, CD14, CD34, CD133 e CD45  (Kolf et al., 2007). 

Nesse estudo, a caracterização imunofenotípica realizada por citometria de 

fluxo nas MSCs de medula óssea revelou células com alta expressão dos marcadores: 

CD105, CD73, CD44, CD90, CD29, Sca-1 e baixa expressão para CD45, CD34, 

CD11b. A expressão de CD117 foi baixa como também foi relatado em cultura de 

diferentes MSCs por Hong et al. (2005) e Meirelles et al. (2006).  

Apesar de já terem sido identificados muitos marcadores de superfícies para 

caracterização das MSCs, a International Society for Cellular Therapy concorda que 

apenas a identificação dos marcadores CD105, CD73 e CD90, quando não estiverem 
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expressos marcadores hematopoiéticos, a capacidade de aderência ao plástico por 

longos períodos em culturas e o potencial de diferenciar-se em pelo menos três 

linhagens celulares distintas (osteoblastos, adipóscitos e condrolastos) in vitro. é 

suficiente para a imunofenotipagem dessas células (Dominici et al., 2006). 

Estudos anteriores demonstram que a eficácia terapêutica da administração 

das células sobre o EP ocorre gradualmente e, lentamente, por pelo menos 60 dias 

(Krause, 2008) e 120 dias (Wong et al., 2007) após a infusão. No presente estudo, após 

56 dias foi possível analisar a capacidade de regeneração tecidual das MSCs, 

observando-se uma diminuição da Lm, uma restauração do parênquima pulmonar e 

aumento da capacidade de exercício. 

A intolerância ao exercício físico foi revertida após a administração das 

células mesenquimais, fato que pode estar relacionado a melhora estrutural observada. 

A análise morfométrica através dos cortes histológicos pulmonares dos animais 

enfisematosos que não receberam tratamento, comparando-os com o grupo controle, 

revelou uma destruição do parênquima pulmonar o que condiz com a literatura que 

relata o EP como uma enfermidade caracterizada pela destruição da matriz extracelular 

alveolar, resultando em alargamento do espaço aéreo distal ao bonquíolo terminal, 

acompanhando de destruição das paredes, e uma redução da área de troca alveolar 

(Inoue et al., 2010). Nos cortes histológicos obtidos dos camundongos enfisematosos 

tratados com MSCs e MC observou-se uma restauração do septo alveolar, revelando 

assim, a capacidade de restauração do parênquima pulmonar, através do transplante de 

CT. 

A extensão das lesões enfisematosas foi estimada através da Lm e, com uma 

única administração intratraqueal de 100L de solução de elastase (2U/100g), foi obtido 

uma Lm de 46,80 μm. Esta medida foi comparável aos valores encontrados na literatura, 

variando de 35-85 μm (Ishikawa et al., 2004; Murakami et al., 2005; Foronjy et al., 

2006; Hantos et al., 2008). Após o tratamento a Lm foi reduzida significativamente, 

com 38,70 ± 0,44 m; p<0,0001 nos animais que receberam MSCs, observando-se o 

mesmo nos animais tratados com MC 33,75 ± 0,44 m; p<0,0001, relevando assim a 

atividade imunomodulatória das MSCs. 
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A análise por imunofluorescência dos cortes histológicos dos tecidos 

pulmonares, através da marcação com anticorpo específico, anti-GFP, para a avaliação 

da expressão da GFP, revelou a presença de algumas células fluorescente nos cortes 

histológicos de pulmões. Demonstrando assim, que as células transplantadas por via 

veia caudal foram capazes de migrar sistemicamente para o tecido pulmonar lesionado. 

Estes resultados corroboram com outros estudos na literatura que relatam a capacidade 

de migração das CT para um local com lesão, diferenciando-se e regenerando tecidos ou 

produzindo fatores de crescimento que irão agir contra o dano tecidual (Hoehn et al., 

2002; Devine et al., 2003; Allers et al., 2004; Lee et al., 2007; Gandia et al., 2008). A 

infiltração e adesão das MSCs no local da lesão são facilitadas pela presença de 

receptores expressos no tecido com lesão, como ocorre no recrutamento de leucócitos 

para um local com inflamação (Chamberlan et al., 2007). 

Devido ao seu potencial imunomodulatório, as MSCs se tornaram foco de 

atenção terapêutica, devido à capacidade de atenuação da inflamação, diminuindo os 

níveis de mediadores inflamatórios, tais como Leucotrieno B4 (LTB4), TNF-, IL-8, 

assim como a redução da apoptose (Zhen et al., 2010; Huh et al., 2011), melhora na 

reparação do parênquima e aumento na perfusão pulmonar (Guan et al., 2003; 

Shigemura et al., 2006. Huh et al., 2011).  

Nesse estudo não foram encontradas alterações estatisticamente 

significantes na expressão gênica de TNF-α, IL-10, IL-6, TGF-, VEGF, ELN, no 

tecido pulmonar. Porém, em relação à mensuração da ALPL, houve diferença 

significativa (p<0,05) entre o grupo controle e o grupo enfisematoso que recebeu MSCs. 

Nesse estudo, observou-se que houve uma menor expressão do RNAm de 

ALPL nos animais enfisematosos tratados com MSCs e MC em relação ao grupo 

controle (enfisematoso não tratado). Este resultado sugere um possível potencial de 

regeneração tecidual promovido por essa terapia celular, visto que no sistema 

respiratório a ALPL é um marcador para avaliar o grau de estimulação celular dos 

penumócitos tipo II, diferenciação e danos teciduais (Edelson et al., 1988). Um estudo 

realizado por Inoue et al. (2010), revela a ALPL como um novo biomarcador para 

progressão da doença pulmonar enfisematosa.  
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Até o momento, os mecanismos de ação dessas células ainda não estão 

totalmente elucidados, porém, sabe-se que as MSCs podem atuar através da interação 

célula-célula ou ação parácrina (Monteiro et al., 2009; Amorin et al., 2012). Através da 

análise por imunofluorescência da migração dessas células para o tecido lesionado, foi 

possível observar que apesar de presentes, a quantidade de MSCs no local da lesão é 

ínfima, sugerindo que seu principal meio de modulação seria através da ação parácrina, 

desencadeando a liberação de citocinas e fatores de crescimento. Dentre esses fatores 

estão as prostaglandinas E2 (PGE2), interleucinas (IL-4, IL-6, IL-10), TGF-, G-CSF e 

fator estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF), que influenciam 

fibroblastos e células granulocíticas envolvidas no processo de inflamação e 

regeneração tecidual (Monteiro et al., 2009; Amorin et al., 2012). 

Neste contexto, optou-se por investigar o potencial terapêutico do MC sobre 

o EP experiemntal. Observou-se que após a administração do MC os camundongos 

enfisematosos recuperam a capacidade de exercício e reduzem a Lm, indicando que a 

restauração estrutural pode ser um dos responsáveis pela melhora funcional. Este efeito 

foi comparável com a administração de um número equivalente de MSCs e um grupo 

controle que não recebeu tratamento, evidenciando que o MC possui fatores secretados 

pelas MSCs capazes de atenuar as lesões pulmonares com mais eficiência que as 

próprias MSCs e corroborando para a hipótese do efeito parácrino dessas células. Uma 

vez que não houve alteração no nível de expressão das citocinas no tecido pulmonar 

mensurado por RT-PCR em tempo real,  sugere-se que os efeitos benéficos descritos 

neste estudo possam ser atribuídos a ação de fatores de crescimento e citocinas 

liberados pelas MSCs sobre a regeneração tecidual, prevalecendo sobre o efeito 

imunomodulatório. 

Os resultados apresentados corroboram com o estudo realizado por Huh et 

al. (2011) que também revelou que as MSCs reparavam o EP induzido pela fumaça do 

cigarro através de efeitos parácrinos em vez da interação entre as células, pois utilizou 

meio condicionado de MSCs livre de células e obteve os mesmos resultados em relação 

a reparação tecidual. O crescente número de estudos sugere que a administração de 

meios condicionados obtidos a partir de MSCs podem melhorar muitos dos efeitos 

resultantes da administração de MSCs em diferentes modelos de lesão pulmonar 

(Lonescu et al., 2012). 
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A caracterização do MC utilizado no presente estudo ainda não está 

concluída, mas há evidências na literatura de que o MC é compostos por substâncias 

bioativas que são conhecidas pelo seu potencial imunomodulador e regenerativo 

tecidual. Lonescu et al. (2012), realizaram um análise comparativa entre os meios 

condicionados de fibroblastos (MC-Fib) e o de células mesenquimais (MC) em modelos 

de animais com lesões pulmonares. E observaram que o MC continha vários fatores que 

podem conferir benefícios terapêuticos: quimiocinas (31%), proteínas de ligação (27%), 

citocinas (21%), fatores de crescimento (14%), antagonistas de citocina (4%), e as 

moléculas envolvidas na reparação da matriz extracelular (3%). O MC continha 

concentrações mais elevadas de fator de células estaminais (SCF), IL-12p40 / p70, 

derivada de estroma o factor 1α (SDF-1α), IGF-I, e osteoprotegerina e concentrações 

mais baixas de IL-6, em proteínas inflamatórias de macrófagos 3α (MIP-3α) e timo, e 

regulada por ativação das quimiocinas (TARC), quando comparado ao MC-Fib. 
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VIII. CONCLUSÕES 

1. A instilação intrataqueal única de elastase 2U/100g de massa corporal promoveu 

a indução do enfisema pulmonar em camundongos fêmeas da linhagem C57Bl6. 

Sendo comprovado através da análise funcional e estrutural. A indução 

promoveu redução na capacidade de se exercitarem na esteira ergométrica e 

aumento da Lm. 

2. O tratamento com MSCs de medula óssea ou MC foi capaz de compensar os 

efeitos deletérios do EP induzido em camundongos fêmeas C57Bl6 por 

instilação intratraqueal de elastase, revertendo o alargamento da estrutura 

alveolar e promovendo a recuperação da capacidade de realizar exercício nestes 

animais. 

3. No período de avalaiação desse estudo, não houve alterações ecocardiográficas e 

eletrocardiográficas, apesar de haver evidências na literatura que o enfisema 

pulmoanr pode desenvolver o cor pulmonale. 

4. É necesário a realização de mais estudos, no decorrer da doença, para 

investigação de possíveis alterações cardíacas nos animais enfisematosos, visto 

que o cor pulmonale é uma manifestação cardíaca que ocorre mais 

frequentemente numa fase mais tardia da doença. 

5. Há vantagens do uso do MC para o tratamento do EP, por tratar-se de um 

procedimento mais seguro que a infusão das células, além da real possibilidade 

de identificação das moléculas proteicas presentes neste meio, que isoladas ou 

em combinação com outras moléculas sejam responsáveis pela regeneração 

tecidual e vir a tornar-se futuramente um novo fármaco. 
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IX. SUMMARY 

EVALUATION OF THE THERAPEUTIC POTENTIAL OF MESENCHYMAL 

STEM CELLS FROM BONE MARROW AND CONDITIONED MEDIUM IN 

THE EXPERIMENTAL MODEL OF PULMONARY EMPHYSEMA 

Introduction: Pulmonary emphysema is a chronic respiratory disease associated with 

an inflammatory process exacerbated in response to toxic agents. Regenerative 

medicine has shown improvements in tissue repair and regeneration via transplantation 

of mesenchymal stem cells (MSCs) and the use of conditioned medium (MC). 

Objective: to evaluate the therapeutic potential of MSCs and the MC of the culture of 

these cells in the functional and structural recovery of mice’s emphysematous lungs. 

Methods: 40 female mice C57BL / 6 (CEUA Protocol 016/2012) were evaluated before 

and after the induction of emphysema and after treatment, by electrocardiography, 

echocardiography and exercise testing. Morphometric analysis was performed using 

linear inter-septa measure (Lm) and microscopic analysis of inflammatory cells. The 

investigation of the possible mechanisms of action in tissue regeneration was performed 

by evaluation of gene expression. The presence of fluorescent cells in the lung was 

evaluated under a microscope with epifluorescence system. Results: Before emphysema 

induction, mice were able to run 395.9 ± 15.82 m on the treadmill, after 28 days the 

mice ran a shorter distance (252.4 ± 13.33 m, p <0.001). The treatment with MSC 

increased their exercise capacity (318.2 ± 26.96 m; p <0.001), as well as the use of the 

MC (344.45 ± 21.88 m; p <0.01). These findings were not observed in the group treated 

with saline (263.5 ± 26.58 m). Regarding the Lm, the control group was measured 

(27.96 ± 0.54 mm). In the group treated with saline was observed a significant increase 

in air spaces (46.80 ± 0.70 mm, p <0.0001). The Lm was reduced (38.70 ± 0,44mm; p 

<0.0001) in the animals that received MSC, the same in the group treated with MC 

(33.75 ± 0.44 mm; p <0.0001). Immunofluorescence revealed the presence of MSCs in 

lung tissue. Conclusion: Treatment with MSC and CM-MSC compensated the 

deleterious effects of induced emphysema, reversing the enlargement of alveolar 

structure and promoting the recovery of exercise capacity in emphysematous mice 

possible due to paracrine effects.  

Key words: 1. Pulmonary emphysema; 2. Mesenchymal cell; 3. Conditioned medium. 
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