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ObjetivoObjetivoObjetivoObjetivoObjetivo: avaliar a importância das células-tronco derivadas de tecido adiposo na redução do processo inflamatório no enxerto em

modelo murino de transplante traqueal heterotópico alogênico. MétodosMétodosMétodosMétodosMétodos: foi realizado alotransplante traqueal heterotópico em

bolsa dorsal subcutânea e injetado 5x105 células-tronco mesenquimais, derivadas de tecido adiposo, sistemicamente. Os animais

foram distribuídos em dois grupos, conforme o tempo de sacrifício: T7 e T21. Procedida a análise em HE e morfometria digital.

ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados: Os T7 tratados com terapia celular apresentaram mediana de área obstruída do enxerto de 0 contra 0,54 dos

controles (p=0,635). Os T21 tratados apresentaram mediana de área obstruída da luz do enxerto de 0,25 nos tratados e 0 nos

controles (p=0,041). Conclusão: aConclusão: aConclusão: aConclusão: aConclusão: a terapia celular injetada sistemicamente em modelo experimental murino de bronquiolite

obliterante não reduziu a gravidade do processo inflamatório no aloenxerto de forma estatisticamente significativa em sete dias; de

modo contrário, em 21 dias, aumentou o processo inflamatório no aloenxerto.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Transplante Heterotópico. Bronquiolite Obliterante. Terapia Baseada em Transplante de Células e Tecidos.  Células-

Tronco. Transplante de Células-Tronco Mesenquimais.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

O transplante pulmonar tornou-se uma alternativa
 viável para muitas doenças pulmonares terminais. A

bronquiolite obliterante (BO) é o principal limitante à
sobrevida em longo prazo no transplante pulmonar. Apre-
senta etiologia inflamatória. Múltiplos fatores contribuem
para o desenvolvimento dessa condição: episódios repeti-
dos de rejeição aguda, infecções pelo citomegalovírus,
doença do refluxo gastroesofágico, disfunção primária do
enxerto, tipo de transplante realizado, se unilateral ou bi-
lateral, e ainda, aspectos relacionados à autoimunidade.

As alternativas terapêuticas para BO são limita-
das e sem um protocolo claramente estabelecido. Entre os
possíveis tratamentos, incluem-se alterar a medicação
imunossupressora, fotoferese, irradiação linfoide total,
azitromicina, plasmaferese e ciclosporina inalada1,2. Algu-
mas iniciativas nacionais tentaram avançar nesse tema e
muitas alternativas continuam surgindo3,4.

O modelo experimental mais simples para estu-
dar BO (rejeição crônica) é do transplante traqueal
heterotópico alogênico com roedores de pequeno porte5-7.
Esse modelo mostra-se robusto para estudos sobre
imunogênese, do ponto de vista genético e molecular, e
para avaliação de novas terapêuticas imunossupressoras
em fases iniciais.

As células-tronco (CT) são aquelas com capaci-
dade de autorrenovação e diferenciação e há um volume
crescente de estudo destas células5,8-13. Tem-se testado o
seu papel em diferentes doenças, criando-se um novo ramo
do conhecimento – a medicina regenerativa.

Sabe-se que as células-tronco mesenquimais
(CTM) têm propriedades imunomoduladoras. Tem sido
proposto que sejam capazes de modular a resposta à
lesão isquêmica ou mesmo atenuar os efeitos das do-
enças imunomediadas. As CTM já foram testadas em
ensaios clínicos em humanos em cenários de doença
do enxerto contra hospedeiro após transplante de célu-
las-tronco hematopoiéticas alogênicas e na doença in-
flamatória intestinal8,9. Em modelo experimental de
transplante traqueal heterotópico, Grove et al. avalia-
ram o papel das CTM derivadas de medula óssea e
detectaram expressiva redução de 60% na ocorrência
da BO5.

Considerando-se que a BO é uma doença de
natureza inflamatória, que limita a sobrevida do trans-
plante pulmonar e que as opções terapêuticas são limita-
das, elaborou-se um estudo experimental para avaliar a
importância das células-tronco derivadas de tecido adiposo
na redução do processo inflamatório no enxerto em mo-
delo murino de transplante traqueal heterotópico
alogênico.
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MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Este trabalho experimental, randomizado, cego
e controlado foi desenvolvido no Centro de Pesquisas do
Hospital de Clínicas de Porto Alegre, pelos seguintes labo-
ratórios: Unidade de Experimentação Animal, Centro de
Terapia Gênica, Laboratório de Patologia Experimental e
Laboratório de Vias Aéreas e Pulmão. O estudo foi aprova-
do pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clíni-
cas de Porto Alegre sob o número 100524.

A manipulação e o alojamento dos camundon-
gos estiveram de acordo com a Resolução Normativa
nº  196/96 do Conselho Nacional de Saúde, com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratório do United State
National Institute of Health (NIH publicação nº 85-23, revi-
sada em 1996).

Os camundongos foram adquiridos de centros
especializados em animais de experimentação. Ao todo,
utilizaram-se 90 camundongos, sendo 37 animais BALBc
(receptores) e 37 animais C57BL6 (doadores). Usou-se 16
camundongos C57BL6 para extração de células-tronco
mesenquimais. Todos os animais foram tratados conforme
a norma vigente para animais de experimentação.

Para a obtenção de células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo os camundongos C57BL6 fo-
ram mortos por deslocamento cervical na Unidade de Ex-
perimentação Animal (UEA). Retirou-se o tecido adiposo
epididimal e colocado em meio de cultura constituído por
Dulbecco’s Modified Eagle Medium suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina.
Essa amostra foi transportada ao Centro de Terapia Gênica
e colocada em ambiente estéril dentro de capela de
exaustão. O tecido foi submetido à digestão mecânica com
bisturi e, logo após, à digestão enzimática com colagenase
tipo I (1mg/ml) durante 30 minutos a 37°C agitando a cada
dez minutos. A suspensão celular retirada foi centrifugada
e semeada em placa de seis poços. A cultura celular man-
teve-se com meio de cultivo. Após duas semanas de culti-
vo e sucessivas trocas de meio, as células obtidas foram
chamadas células tronco mesenquimais. Quando a cultura
chegou à confluência, tratou-se com tripsina e transferidas
para garrafas de cultura. As células foram cultivadas até
serem obtidas alíquotas de 5x105 células por animal a ser
tratado. Cada alíquota foi diluída em 100µl de solução sa-
lina tamponada para injeção no camundongo.

Os animais doadores foram anestesiados com
xilazina 10mg/kg e cetamina 100mg/kg. Após o animal
não apresentar mais reflexo doloroso ao estímulo das pa-
tas traseiras, realizou-se incisão longitudinal desde o apên-
dice xifoide até a região cervical do animal. Foi ressecada
a parede torácica anterior para facilitar o acesso e dissec-
ção da traqueia, desde a laringe até a carina principal.
Dissecou-se a traqueia, liberando-a do esôfago, e posteri-
ormente era retirada a laringe, restos de tireoide e de teci-
dos linfoides adjacentes através de microdissecção com
instrumental adequado. Após, a traqueia inteira era

mantida em solução salina tamponada gelada (entre 4 e
10°C) até seu implante no camundongo receptor.

O receptor era submetido à anestesia inalatória
com isoflurano em dose titulada para obter analgesia com
ventilação espontânea. Quando em plano anestésico ade-
quado, era ofertado oxigênio por meio de campânula. Pro-
cedeu-se a uma incisão longitudinal de 1cm no dorso do
animal, a 5mm caudal da ponta escápula na linha média
dorsal. Foi confeccionada uma bolsa subcutânea cranial à
incisão por meio de dissecção romba para colocar o enxer-
to (traqueia inteira esticada) a pelo menos 1cm cranial à
incisão. A síntese cirúrgica foi realizada com fio cirúrgico
de nylon 6.0 com pontos separados e nós sepultados. Foi
administrado tramadol, 10mg/kg, no pós-operatório ime-
diato e, em seguida, os animais retornavam às gaiolas e
mantidos com água e ração ad libitum.

Os animais foram mortos no sétimo e 21º dias
pós-transplante em câmara de gás CO

2
. Após o sacrifício,

procedeu-se nova incisão no animal receptor distando 3cm
caudal da incisão prévia e era invertida a pele do dorso do
animal. Após a identificação do enxerto, este era disseca-
do dos tecidos adjacentes e imerso em formol.

Cada doador, camundongo C57BL6, tinha sua
traqueia retirada e implantada em um receptor, camun-
dongo BALBc.  No momento do implante, os animais rece-
biam pela veia da cauda, 100µl de terapia celular ou de
solução salina tamponada.

Os grupos experimentais receberam os seguin-
tes nomes de acordo com o tratamento e o tempo para o
sacrifício: T7cel (dez animais sacrificados em sete dias, tra-
tados com terapia celular), T7con - cinco animais sacrifica-
dos em sete dias, tratados com solução salina tamponada;
T21cel - 12 animais sacrificados em 21 dias, tratados com
terapia celular; e T21con - dez animais sacrificados em 21
dias, tratados com solução salina normal (Figura 1).

A terapia celular foi administrada aos animais
por meio de injeção de 100µl de solução salina tamponada
com 105 células-tronco mesenquimais na veia da cauda
com agulha de 30G. A injeção da solução de terapia celu-
lar foi administrada, lentamente, durante um minuto. Caso
fosse verificado extravasamento do conteúdo, avaliado pela
inspeção visual da cauda, nova alíquota padrão de 5x105

células era administrada. Os animais que morreram após a
injeção da terapia celular foram excluídos da análise.

Para a análise histológica, as traqueias, retira-
das nos tempos específicos, foram imersas em formol. As
traqueias foram cortadas em sua porção média. Foram
obtidos cortes com 5µm de espessura. Após fixação, foram
coradas pelo método da hematoxilina e eosina (HE). Ava-
liaram-se as lâminas semiquantitativamente quanto a: 1)
obliteração intraluminal, classificada como maior ou me-
nor de 50% (obliteração intraluminal grave se >50%); 2)
grau de preservação do epitélio, classificado como perda
maior ou menor de 50% da integridade do epitélio (perda
epitelial grave se >50%); 3) presença de inflamação
linfocítica ou plasmocítica, classificada como leve (infiltrado
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esparso envolvendo vasos ou permeando tecido conjuntivo
adjacente) ou grave (infiltrado difuso, com envolvimento
transmural); 4) alterações circulatórias (vasculares e
extravasculares), classificada como leve ou grave de acor-
do com presença de edema local ou infiltração de
polimorfonucleares envolvendo vasculatura, classificação
adaptada de Boehler14. As lâminas também foram coradas
com picrosirius, coloração específica para distinguir fibrilas
de colágeno, a fim de identificar se a obliteração luminal
dos enxertos é causada por tecido rico em colágeno ou
não.

A avaliação morfométrica digital (Image J – ver-
são 1.45s) foi aplicada aos cortes histológicos dos enxertos
corados por picrosirius e HE e digitalizados por software de
captura de imagens (Image-Pro Express). Manualmente,
definiu-se a área de obstrução luminal (A2) e a área de luz
original do enxerto (A1). Calculou-se a razão de A2/A1
que resultou na área obstruída do enxerto.

Foi realizado cálculo do tamanho da amostra com
base no desfecho primário – avaliação do processo infla-
matório através da obstrução luminal, com base em um
estudo piloto. Obteve-se uma amostra necessária de cinco
animais por grupo.

Foi realizado teste de normalidade para a variá-
vel contínua “área obstruída do enxerto”. Verificou-se que
o desvio padrão excedia a metade da média da amostra;
tinha uma distribuição assimétrica positiva. Logo, os dados
serão apresentados como mediana e intervalo interquartil.
Foi utilizado, para análise estatística, teste de Fisher, para

as variáveis que foram consideradas categóricas. O teste
de Mann-Withney foi utilizado para variáveis contínuas,
pois não apresentaram distribuição normal e exigiram tra-
tamento não paramétrico. Foram utilizados na análise es-
tatística os animais que sobreviveram até o dia programa-
do para a morte. Os animais mortos antes desse período
foram excluídos da análise.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

A análise da obliteração intraluminal dos enxer-
tos heterotópicos de animais sacrificados em sete dias de-
monstrou obliteração grave (para um ponto de corte de
50% de obliteração) em 40% dos animais tratados com
terapia celular e em 50% dos animais controle (p=1) (Ta-
bela 1). A análise da integridade do epitélio dos enxertos
heterotópicos demonstrou que em 50% dos animais dos
grupos T7cel e T7con apresentaram perda da integridade
epitelial grave, perda >50% de integridade epitelial, (p=1).
Analisando o processo inflamatório linfoplasmocitário, ve-
rificou-se que o processo inflamatório grave ocorreu ape-
nas no grupo T7con (em 16,67% dos animais) (p=0,38).
Em relação às alterações circulatórias (vasculares e
extravasculares), obteve-se o seguinte: 60% de alterações
circulatórias graves no T7cel e 100% no T7con (p=0,23)
(Tabela 1, Figura 2).

Aos 21 dias, a obliteração intraluminal grave foi
41,67% no grupo T21cel contra 20% no T21con (p=0,38).

Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 - Análise histológica dos animais mortos em sete dias.

T7 comT7 comT7 comT7 comT7 com T7ce lT7ce lT7ce lT7ce lT7ce l PPPPP

Obliteração intraluminal grave 50% 40% 1
Perda da integridade epitelial grave 50% 50% 1
Inflamação linfoplasmocitária grave 16,67% 0% 0,38
Alterações circulatórias graves 100% 60% 0,23

Figura 1 –Figura 1 –Figura 1 –Figura 1 –Figura 1 – Desenho do experimento.
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A análise da resposta inflamatória em 21 dias revelou o
seguinte: 75% de perda da integridade epitelial grave no
T21cel e 90% no T21con (p=0,59). Ao examinar-se pro-
cesso inflamatório linfoplasmocitário, obteve-se 75% de
inflamação grave no T21cel contra 50% no T21con
(p=0,38). Quanto às alterações circulatórias, constatou-se
25% de alterações circulatórias graves no T21cel contra
40% T21con. (p=0,65) (Tabela 2, Figura 3).

A avaliação morfométrica digital, aplicando
Image J nos cortes histológicos digitalizados, revelou que,
nos enxertos de sete dias, a mediana (percentil 25 –
percentil 75) da razão A2/A1 (área obstruída do enxerto)
no T7con foi 0,54 (0 – 0,71); já no T7cel, a mediana foi 0
(0 – 0,65) (p=0,635) (Figura 4).

Nos animais sacrificados em 21 dias, a mediana
(percentil 25 – percentil 75) das áreas obstruídas no T21con
foi 0 (0 – 0,09) e no T21cel, de 0,25 (0,05 – 1) (p=0,041)
(Figura 5).

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A terapia celular com células-tronco
mesenquimais (CTM) demonstra propriedades
imunomoduladoras em diversos estudos5,6,10-12,15-18. A
bronquiolite obliterante (BO), que é a expressão patológica
da rejeição crônica do transplante pulmonar, tem trata-
mentos com eficácia limitada. A BO tem natureza inflama-
tória, e para testar a eficácia das CTM nesse cenário, em-
prega-se o modelo experimental murino de transplante
traqueal heterotópico, que é simples e rápido para se estu-
dar novas terapias.

Nosso estudo não demonstrou diminuição do
processo inflamatório nos enxertos heterotópicos dos ani-
mais tratados com terapia celular e sacrificados em sete
ou 21 dias. Observamos uma discreta tendência à diminui-
ção do processo inflamatório em sete dias, mas não foi
estatisticamente significativa.

Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 - (A) fotomicrografia 40x. Corte transversal de en-
xerto traqueal do grupo T7cel em HE. Luz parci-
almente obstruída (seta). (B) fotomicrografia
100x. Corte transversal de enxerto traqueal do
grupo T7con em HE. Enxerto com obliteração
luminal grave (>50%) (seta). (C) fotomicrografia
100x. Corte transversal de enxerto traqueal do
grupo T21cel em HE. Enxerto sem obliteração
lumina l  grave (<50%) (seta ) ;  inf i l t rado
linfoplasmocitário (estrela). (D) fotomicrografia
40x. Corte transversal de enxerto traqueal do
grupo T21con em HE. Enxerto com obliteração
luminal grave (<50%) (seta).

Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 - Análise histológica dos animais mortos em 21 dias.

T21 comT21 comT21 comT21 comT21 com T21ce lT21ce lT21ce lT21ce lT21ce l PPPPP

Obliteração intraluminal grave 20% 41,67% 0,38
Perda da integridade epitelial grave 90% 75% 0,59
Inflamação linfoplasmocitária grave 50% 75% 0,38
Alterações circulatórias graves 40% 25% 0,65

Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 - (A) fotomicrografia 100x. Corte transversal de en-
xerto traqueal do grupo T7cel em picrosirius. En-
xerto sem obliteração luminal grave (<50%). Seta
demonstra epitélio preservado. (B) fotomicrografia
100x. Corte transversal de enxerto traqueal do
grupo T7con em picros ir ius.  Enxerto sem
obliteração luminal grave (<50%) (seta).  (C)
fotomicrografia 100x. Corte transversal de enxer-
to traqueal do grupo T21cel em picrosirius. Enxer-
to sem obliteração luminal grave (<50%) (estrela).
(D) fotomicrografia 200x. Corte transversal de
enxerto traqueal do grupo T21con em picrosirius.
Epitélio íntegro (seta).
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Na análise morfométrica digital em 21 dias, per-
cebe-se que os camundongos tratados desenvolveram maior
obliteração luminal que o grupo controle, de forma estatis-
ticamente significativa. De outra parte, em 21 dias, a aná-
lise demostrou resultados conflitantes quanto à avaliação
semiquantitativa do processo inflamatório. Houve menor
perda grave da integridade epitelial e menos alterações
vasculares e extravasculares no grupo tratado, porém mai-
or obliteração luminal grave e maior infiltrado
linfoplasmocitário. Devem-se considerar as limitações pró-
prias de uma análise semiquantitativa e o fato dessas dife-
renças não terem atingido significância estatística.

É importante ressaltar que se verificaram reduzi-
das taxas de inflamação da parede traqueal nos controles
em 21 dias. A taxa de obliteração luminal em 21 dias nos
aloenxertos controles foi baixa, quando comparada à lite-
ratura. Houve 20% de obliteração grave (>50% de obstru-
ção da luz do enxerto) observado em nosso estudo contra
até 75-90% referido na literatura7,19. Apesar de seguirmos
todos os passos cirúrgicos estabelecidos na literatura14 e

aumentarmos o número de camundongos do experimento
(dobramos a amostra calculada inicialmente), a intensida-
de da obliteração luminal foi consistentemente menor do
que o descrito na literatura. Cabe destacar que o modelo
de alotransplante traqueal murino demonstra variabilidade
na obliteração luminal entre experimentos, de 30% a 100%
de obliteração luminal. Isso pode justificar os dados diver-
gentes entre diferentes grupos de pesquisa20, principalmente
no que tange a obliteração luminal em 21 dias7.

A explicação para a escolha dos tempos para
análise histológica dos aloenxertos deriva de estudos prévi-
os, onde fica claro que o sétimo dia após o transplante
heterotópico é o ápice do infiltrado linfocítico na superfície
epitelial (intraepitelial e subepitelial), análogo à bronquite
ou bronquiolite linfocítica vista em humanos transplanta-
dos. Esse tempo constitui uma das fases mais precoces do
processo de rejeição pulmonar, a fase linfocítica14. No séti-
mo dia, também nota-se vasculite linfocítica, que é uma
manifestação de rejeição direcionada ao endotélio. A aná-
lise no 21º dia pós-transplante foi escolhida por represen-
tar a fase obliterativa da rejeição, ou seja, a fase terminal5.

Até 2011, não havia na literatura nenhum dado
de CTM aplicadas em modelo murino de BO, que fosse do
nosso conhecimento. Um estudo, publicado em 2011 por
Grove et al.5, testou uma nova forma de imunomodulação
com CTM derivadas de medula óssea. Injetou-se 5x105

células por via retro ocular em camundongos alogênicos.
Observou-se diminuição de 60% da obstrução intraluminal,
quando compararam animais tratados e controles, em gru-
pos sacrificados em sete e 14 dias. Isso sugere que a tera-
pia celular pode ser efetiva em evitar obstrução da via aé-
rea heterotópica.

As CTM demonstraram propriedades
imunomoduladoras importantes, inclusive em doenças pul-
monares, como doença pulmonar obstrutiva crônica, hi-
pertensão pulmonar, asma e fibrose pulmonar21. Os meca-
nismos de imunomodulação ainda não foram completa-
mente compreendidos, mas envolvem a inibição da proli-
feração de células T e a modulação da função das células
B22. Já foi demonstrado, também, que não há necessidade
das CTM integrarem-se aos tecidos lesados para produzi-
rem efeito; efeitos parácrinos explicam esse fenômeno23.
Ainda sobre a forma de ação das CTM, foi demonstrado
que CTM injetadas sistemicamente, além de migrarem para
os tecidos lesados através de um efeito “homing”, perma-
necem viáveis e mescladas com as células nativas por al-
guns meses24.

Apesar de a maior parte dos dados da literatura
apontar para um efeito imunomodulador das CTM, há
autores que demonstraram um efeito pró-fibrótico da tera-
pia celular com CTM25,26. A realidade é que há um papel
duplo das CTM: elas podem exercer uma função
imunossupressora, protegendo contra a BO através de IL-8
e IL-10; ou podem ter um efeito pró-fibrótico, mediado por
endotelina-1, TGF-b e IL-1327. O microambiente local onde

Figura 5 -Figura 5 -Figura 5 -Figura 5 -Figura 5 - Medianas das áreas obstruídas em enxertos (A2/A1)
de 21 dias; p = 0,041.

A1: área da luz original do enxerto; A2: área de obstrução luminal do
enxerto. A2/A1: área obstruída do enxerto.

Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 - Medianas das áreas obstruídas em enxertos (A2/A1)
de sete dias; p=0,635.

A1: área da luz original do enxerto; A2: área de obstrução luminal do
enxerto. A2/A1: área obstruída do enxerto.
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as CTM estão expostas determina o perfil predominante
da sua ação. Em nosso estudo, nos animais dos grupos
T21con e T21cel, houve uma obliteração luminal do en-
xerto inferior à da literatura; possivelmente, a dosagem
das citocinas envolvidas no processo inflamatório poderia
auxiliar no entendimento dos nossos resultados, o que não
foi realizado. Isso poderá ser explorado nos próximos tra-
balhos do nosso grupo.

Devemos ainda considerar que a forma de ob-
tenção das CTM pode modificar suas propriedades
imunomoduladoras. Nosso estudo obteve as células tronco
mesenquimais a partir de tecido adiposo epididimal, ao
contrário de Grove et al.5, que as obtiveram de medula
óssea. Esse fato, muito provavelmente, influenciou os nos-
sos resultados. Sabe-se que células obtidas de fontes dis-
tintas têm potência imunomoduladora diferentes, prova-
velmente, devido ao padrão de produção de interleucina e
fatores de crescimento. O perfil de citocinas inflamatórias
e anti-inflamatórias pode auxiliar a desvendar os efeitos
verificados em nosso estudo28.

As CTM podem ser obtidas de diversos tecidos:
osso trabecular, periósteo, membrana sinovial, músculo
esquelético, pele, pericitos, sangue periférico, dente, liga-
mento periodontal, cordão umbilical8. As CTM derivadas
de tecido adiposo são muito estudadas, pois esse tecido é
abundante e passível de ser acessado com baixa morbidade.
Há relatos de que CTMA tem características diferentes entre
si dependendo do local de onde foram extraídas8. Nosso
estudo obteve CTM de tecido adiposo epididimal. A esco-
lha baseou-se na experiência do grupo de terapia gênica e
na facilidade de acesso a esse tecido. Outro ponto relevan-
te para administração de CTM é a fonte de obtenção das
células: autóloga versus alogênica; de uma única fonte ou
de várias fontes. Isso parece influir nos efeitos da terapia
celular9. Grove et al.5 obtiveram as CTM de forma alogênica
de animais de três raças diferentes, fato que pode ter influ-
enciado os resultados. Há ensaio clínico demonstrando, em
alguns cenários, que um número menor de células pode
produzir efeitos mais consistentes em termos de recupera-
ção de tecidos lesados29. Optamos por utilizar 5x105 célu-
las, pois a maior parte dos estudos em camundongos usa
essa dose, embora também possa ser usada a dose 106

células.
A fim de analisar nossos resultados, questiona-

mos se uma única injeção no tempo escolhido (no mo-
mento do transplante) é o mais adequado. O uso de tera-
pia celular implica testes de momento de infusão e de nú-
mero de injeções. Nesse contexto, talvez, se possa obter
resultados diferentes aplicando de forma repetida o trata-
mento – o que não foi testado até o presente momento
nesse modelo, que seja do nosso conhecimento. Sabe-se,
ainda, que a administração tardia de terapia celular, quan-
do o processo fibrótico já está estabelecido, não agrega
benefícios9. Todavia, já se relatou a reversão do processo
fibrótico inicial9 após terapia celular, em modelo de fibrose
pulmonar.

A idade da cultura das CTM, bem como o nú-
mero de expansões das células, determinam mudanças em
sua morfologia, capacidade de diferenciação, viabilidade,
eficiência de migração e competência para produzir
citocinas30. Em nosso experimento, tomamos o cuidado de
usar cultura de células de mesma idade e expandidas o
mesmo número de vezes (quatro vezes). Assim, não nos
parece que essa tenha sido a causa determinante da diver-
gência entre os nossos resultados e a literatura.

A via de infusão utilizada na terapia celular em
modelos murinos é variável. São utilizadas injeções
intraperitoneais, locorregionais e sistêmicas através da veia
da cauda, do plexo venoso retro-ocular e por dissecção da
veia jugular interna7. Essas diferentes formas podem ditar
resultados diversos, como o obtido pelo presente estudo.
Alguns estudos demonstram que a metabolização de pri-
meira passagem pelos sinusoides hepáticos podem alterar
a morfologia e fisiologia das células injetadas, o que não
parece ter afetado esse estudo, já que a veia da cauda
drena para o sistema cava e não portal. Além disso, alguns
grupos advogam a via intra-arterial como opção para tera-
pia celular. Dessa forma, uma maior quantidade de célu-
las pode chegar ao tecido alvo, diminuindo os efeitos
sistêmicos13.

Em uma fase preliminar em nosso estudo, testa-
mos diferentes vias de infusão: injeção sistêmica através
da veia da cauda, do plexo venoso retro-ocular e da jugular
interna. Os resultados não foram diferentes em nosso estu-
do piloto. Optamos pela injeção através da veia da cauda
por praticidade em realizar uma injeção lenta, tecnicamente
mais fácil. Ainda na fase piloto, um dos limitantes para o
desenvolvimento do experimento foi a alta mortalidade dos
animais durante a fase de injeção da terapia celular. Tes-
tamos diferentes diluições de terapia celular (as mesmas
5x105 células) diluídas em 50µl, 100µl e 200µl de solução
salina tamponada. Não encontramos diferenças na morta-
lidade entre os grupos. Optamos por usar 100µl, pois é o
volume mais usado na literatura. Por outro lado, quando
injetávamos rapidamente as CTM, elas desencadeavam
um quadro de insuficiência respiratória grave nos animais,
que era seguido, em alguns casos, por hemiplegias e até
mesmo parada cardiorrespiratória – algumas vezes reversí-
vel.  Verificamos isso em nosso estudo, quando, em alguns
experimentos com injeção de CTM, a mortalidade variou
de 50 a 100%, quando injetamos as CTM em bolus (entre
10 e 20 segundos). Considera-se que isso seja decorrente
de embolização das células injetadas no coração direito e
nas artérias cerebrais. Essa constatação não se mantém
quando a terapia celular é injetada lentamente – 100µl ao
longo de um a dois minutos – método desenvolvido pelo
nosso grupo. Plock et al.6 fizeram um comentário de dados
não publicados de seu grupo, enfatizando a importância
de administrar lentamente a terapia celular.

O modelo aplicado nesse experimento tem mui-
tas semelhanças com o transplante pulmonar humano,
porém, alguns aspectos devem sempre ser considerados: o
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aloenxerto transplantado não é funcional, portanto, não
mimetiza o real ambiente do tecido transplantado por es-
tar desconectado da via aérea do receptor; o aloenxerto
não tem suprimento vascular primário próprio, o que pode
impactar na dinâmica da resposta imune5.

As associações de desfecho patológico com des-
fechos de biologia molecular podem determinar um me-
lhor entendimento da dinâmica do processo inflamatório e
do impacto da terapia. Deve-se considerar a análise das
citocinas já implicadas na imunogênese da bronquiolite
obliterante, bem como, tentar associar a expressão gênica
com a histopatologia31.

Observa-se grande número de publica-
ções5,7,12,14,20,25,31 envolvendo o modelo de transplante
traqueal heterotópico alogênico murino. Diversos passos
da imunogênese foram desvendados por esse modelo. Ao
avançar na imunogênese, alternativas terapêuticas tam-
bém foram testadas ao longo dos últimos 20 anos, sendo
algumas delas implementadas clinicamente, como
ciclosporina, tacrolimus entre outros32.

Este estudo, nesse contexto, aumenta as infor-
mações acerca da terapia celular com CTM nesse modelo,
sendo até o presente momento, que seja do nosso conhe-
cimento, o primeiro experimento a empregar CTM deriva-
das de tecido adiposo com esse objetivo.

Como perspectivas, poder-se-ia testar injeções seri-
adas de terapia celular nos animais, a fim de verificar se uma
exposição repetitiva poderia resultar em efeitos maximizados
em termos de diminuição do processo inflamatório.

Muitos alvos terapêuticos foram identificados na
última década, o que aumenta a importância de realiza-
rem-se testes de imunomoduladores associados à aferição
do processo inflamatório, dosando citocinas envolvidas no
processo, bem como, utilizar painéis de expressão gênica.

Em conclusão, a terapia celular injetada
sistemicamente em modelo experimental murino de
bronquiolite obliterante não reduziu a gravidade do pro-
cesso inflamatório no aloenxerto de forma estatisticamen-
te significativa em sete dias; de modo contrário, em 21
dias, aumentou o processo inflamatório no aloenxerto.
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experimental murine model of bronchiolitis obliterans did not reduce the severity of the allograft inflammation in a statistically
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