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RESUMO

Introducdo: Asma € uma doenca cronica, caracterizada pela inflamacdo e
remodelamento das vias aéreas, com resposta imunolégica do tipo Th2. Pesquisas
com células-tronco mesenquimais (CTMs) tém demonstrado seu potencial na
modulacdo do processo inflamatério pulmonar e no reparo tecidual.
Objetivo: Investigar as propriedades imunomoduladoras das CTMs de medula 6ssea
humana em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma
alérgica. Métodos: Noventa camundongos Balb/c machos foram distribuidos e
avaliados em oito grupos: Dia 0 - C (controle) e A (asma); Sete dias - 7C (controle),
7A (asma) e 7AT (tratamento); 14 dias - 14C (controle), 14A (asma) e 14AT
(tratamento). Os grupos A, 7A, 7AT, 14A e 14AT foram sensibilizados através de
injecdes intraperitoneais com 10 upg de ovalbumina (OVA) e provocados via
intratraqueal com 20 pg de OVA. Os grupos C, 7C e 14C receberam salina nestes
procedimentos. Vinte e quatro horas ap6s o ultimo dia de provocacédo alergénica,
1x108 CTMs foram administradas via IT nos grupos 7AT e 14AT, enquanto 0S grupos
7C, 7A, 14C e 14A receberam apenas salina e os grupos C e A foram submetidos a
eutanasia. No sétimo dia ap06s o transplante de CTMs, os animais dos grupos 7C, 7A
e 7AT foram eutanasiados e no décimo quarto dias apos tratamento, os grupos 14C,
14A e 14AT foram submetidos a eutanasia. O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado
para a dosagem das proteinas totais e do peréxido de hidrogénio (H2032), avaliacdo
citolégica total e diferencial e quantificacdo de interleucinas (IL) pro-inflamatorias
(TNF-q, IL-5, IL-13 e IL-17) e anti-inflamatoria (IL-10). As IL também foram avaliadas
no soro coletado nos mesmos momentos. Os pulmdes foram removidos para
avaliacdo histopatoldgica. Considerou-se diferenca estatistica resultados com p <
0,05. Resultados: No dia 0, o grupo A apresentou aumento significativo no percentual
de eosindfilos, proteinas, IL-13, IL-17 e TNF-a no LBA, em relagédo ao C. No sétimo
dia apods transplante de CMTs, o grupo 7AT demonstrou reducdo significativa de
eosindfilos, proteinas, H202, IL-5, IL-13 e IL-17, e aumento da IL-10 no LBA, em
comparacao ao grupo 7A. Além disso, houve diminui¢édo de IL-5 e aumento da IL-10
no soro dos mesmos animais. No décimo quarto dia apos tratamento, o grupo 14AT
apresentou reducdo significativa de células, proteinas, IL-13 e IL-17 no LBA, quando
comparado ao grupo 14A. Neste momento, o percentual médio de eosindfilos no grupo
14AT foi maior que no 7AT. Na avaliacdo histopatolégica, o grupo A apresentou
escores mais elevados que o grupo C e o tratamento com CTMs reverteu as
alteracdes do remodelamento pulmonar no grupo 7AT comparado ao 7A, e no 14AT
em relacdo ao 14A, com diferenca estatistica nos critérios avaliados: infiltrado
inflamatério, deposicao de colageno, espessamento epitelial, descamacado do epitélio
e espessamento muscular (ndo houve diferenca estatistica apenas entre o 14AT vs.
14A). Nao houve diferenca significativa na producéo de muco entre 7AT vs. 7A e 14AT
vs. 14A. Concluséo: As CTMs de medula 6ssea humana apresentaram efeitos
imunomoduladores em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de
asma, pelo controle do processo inflamatério e do remodelamento pulmonar
principalmente aos sete dias apos tratamento.

Palavras-chave: Inflamacéo, remodelamento pulmonar, células-tronco
mesenquimais, imunomodulacéo.



ABSTRACT

Introduction: Asthma is a chronic disease, characterized by inflammation and airway
remodeling, with immune response of Tu2 type. Mesenchymal stem cells research
(MSCs) has demonstrated its potential in modulating of lung inflammatory process and
repair damage tissue. Objective: To investigate the immunomodulatory properties of
MSCs from human bone marrow in Balb/c mice submitted to the experimental model
of allergic asthma. Methods: Ninety male Balb/c mice were distributed and evaluated
into eight groups: 0 day - C (control) and A (asthma); Seven days - 7C (control), 7A
(asthma), and 7AT (treatment); 14 days - 14C (control), 14A (asthma), and 14AT
(treatment). The A, 7A, 7AT, 14A, and 14AT groups were sensitized through
intraperitoneal injections with 10 pg of ovalbumin (OVA) and provoked intratracheally
with 20 ug of OVA. C, 7C, and 14C groups received saline in these procedures.
Twenty-four hours after the last day of allergen provocation, 1x10® MSCs were
administered via IT in the 7AT and 14AT groups, while 7C, 7A, 14C, and 14A groups
received only saline and the C and A groups were submitted to euthanasia. On the
seventh day after MSCs transplantation, animals from the 7C, 7A, and 7AT groups
were euthanized and on the 14™ day after treatment, the 14C, 14A and 14AT groups
were submitted to euthanasia. Bronchoalveolar lavage (BAL) fluid was collected for
total protein and hydrogen peroxide (H202) dosage, total and differential cytological
evaluation, and quantification of proinflammatory (TNF-a, IL-5, IL-13 and IL-17) and
anti-inflammatory (IL-10) interleukins (IL). IL were also evaluated in serum collected at
the same moment. The lungs were removed for histopathological evaluation. Statistical
difference was considered as p < 0.05. Results: On the 0 day, the A group showed a
significant increase in eosinophils percentage, proteins, IL-13, IL-17, and TNF-a in BAL
fluid, in comparison to C. On the seventh day after MSCs transplantation, the 7AT
group demonstrated significant reduction of eosinophils, proteins, H202, IL-5, IL-13 and
IL-17, and increased IL-10 in BAL fluid in relation to 7A group. Furthermore, there was
a decrease in IL-5 and increase in IL-10 in the serum of the same animals. On the
fourteenth day after treatment, the 14AT group presented significative reduction of
cells, proteins, IL-13, and IL-17 in BAL fluid when compared to 14A group. At this time,
the mean eosinophils percentage in the 14AT group was higher than in the 7AT. In the
histopathological evaluation, the A group presented higher scores than the C group
and treatment with MSCs reversed alterations in lung remodeling in the 7AT group
compared to 7A, and in the 14AT in relation to 14A, with statistical difference in the
evaluated criteria: inflammatory infiltrate, collagen deposition, epithelial thickening,
epithelium desquamation, and muscle thickening (there was no significant difference
just between 14AT vs. 14A). There was no significant difference in mucus production
between 7AT vs. 7A and 14AT vs. 14A. Conclusion: MSCs from human bone marrow
showed immunomodulatory effects in Balb/c mice submitted to the experimental model
of asthma, through the control of the inflammatory process and lung remodeling mainly
at seven days after treatment.

Keywords: Inflammation, lung remodeling, mesenchymal stem cells,
immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO, PREVALENCIA E GRAVIDADE DA ASMA

Asma € uma doenca intermitente ou persistente das vias aéreas, caracterizada
por episédios recorrentes de obstrucdo de fluxo de ar e dificuldades respiratorias
reversiveis (VIJVERBERG et al., 2013). Provoca sintomas como sibilo, dispneia,
aperto no peito e tosse, associada a inflamacao e hiperreatividade das vias aéreas a
varios agentes broncoconstritores, como alérgenos de fungos anemdfilos e epitélio de
animais (DENNING et al., 2014; MULLANE; WILLIAMS, 2014).

A asma é considerada uma doenca preocupante para a saude publica, pois tem
um impacto significativo sobre os individuos, suas familias e a sociedade como um
todo. Representa uma das principais causas de incapacidade fisica, afetando 300
milhdes de pessoas em todo o mundo (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2017) e
estima-se que este niumero aumentara para 400 milhdes em 2025, em decorréncia do
desenvolvimento urbano (TO et al., 2012).

No Brasil, a estimativa de prevaléncia corresponde a 10% da populacéo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Apesar do melhor acesso dos pacientes a
medicamentos fornecidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e pela atuacéo dos
profissionais que promovem acdes preventivas, a asma gera gastos crescentes para
a rede publica de saude. Em 2014, as internacfes hospitalares registraram um custo
de R$ 57,2 milhdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A gravidade da doenca pode variar entre os pacientes, desde o quadro leve,
com sintomas menos frequentes, até formas graves onde o0s sintomas sé&o
persistentes e interferem na qualidade de vida (TAYLOR et al., 2008). Entretanto,
mesmo 0s pacientes com a doenca leve eventualmente sofrem ataques agudos
graves, com um rapido comprometimento da funcdo pulmonar, que podem né&o
responder a um tratamento regular (MULLANE; WILLIAMS, 2014).

1.2 FATORES DE RISCO DA ASMA

A asma é influenciada por multiplos fatores, incluindo ambientais, ocupacionais,
genéticos e alimentares (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2015). O controle dos
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sintomas e a reducdo dos riscos sdo importantes para o controle da asma
(HOLLOWAY et al., 2010).

Os principais fatores externos sé@o os alérgenos inalaveis, advindos comumente
de: Particulas fecais de acaros de poeira doméstica e baratas, antigenos de fungos
anemofilos (DENNING et al.,, 2014) e do epitélio de gatos e caes (BAXI;
PHIPATANAKUL, 2010); Virus respiratorios, como as infec¢des causadas pelo virus
sincicial respiratorio (VSR) nos primeiros anos de vida (BUSSE et al., 2010); Poluentes
ambientais, como a fumaca de cigarro, e atmosféricos, como o diéxido de nitrogénio
e 0 0zonio, podem provocar lesdes oxidativas nas vias aéreas que ocasionam a
inflamacéo e o remodelamento e aumentam o risco de sensibilizacdo (GUARNIERI,
BALMES, 2014).

Diversas substancias utilizadas no local de trabalho podem provocar o
desenvolvimento da asma ocupacional. Ja foram descritos em torno de 360 agentes,
com uma meédia de 12 novos potenciais causadores identificados anualmente. No
entanto, apenas alguns, como a farinha, latex, sais de persulfato, aldeidos e metais
representam de 50 a 90% dos casos relatados (VANDENPLAS, 2011).

No contexto genético, a interacdo de multiplos genes tem sido associada a
diferentes fenétipos da asma em populacdes de diferentes etnias. Acredita-se que a
estimativa de herdabilidade da asma varia entre 40 e 60% (BONFIELD; ROSS, 2012).
Atualmente had uma crescente lista de genes implicados na susceptibilidade da doenca
e sua patogénese, como por exemplo, o ADAM33 que pode estar associado ao
remodelamento das vias aéreas, devido a sua alta expressdo em fibroblastos,
miofibroblastos e em células musculares lisas. Além disso, estimula a proliferacao
celular e contribui com a angiogénese (TRIPATHI et al., 2014).

Em outro aspecto estdo as alergias alimentares, que podem preceder o
desenvolvimento de asma e sao consideradas fatores de risco para a condicao
persistente. A sensibilizacdo alimentar em lactentes, principalmente ao ovo, esta
associada ao desenvolvimento futuro da asma (CAFFARELLI et al., 2016). As
criangcas com asma e alergia alimentar apresentam risco aumentado de morbidade e
a manifestacdo grave da doenca, especialmente durante a reacao anafilatica (FOONG
et al., 2017).
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1.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA ASMA

Pesquisas dos ultimos 30 anos sugerem que a inflamacdo das vias aéreas
exerce um papel central na fisiopatologia da asma, orquestrada principalmente pela
resposta imunolégica do tipo T helper (Th) 2 que favorece a producdo de
Imunoglobulina (1g) E e o recrutamento de eosindfilos. A inflamacéo esta presente em
vérias intensidades desde 0s pacientes assintomaticos até os que manifestam a forma
leve ou grave da doenca (MULLANE, 2011).

A hipétese da higiene, que surgiu na década de 80, infere a importancia do
ambiente microbiano no inicio da vida para o desenvolvimento imunolégico adequado.
Strachan (1989) sugeriu que as infec¢gBes virais no inicio da vida podem inibir o
desenvolvimento ou patogénese da resposta alérgica, como a asma, pois mudam o
equilibrio do sistema imunolégico amadurecido em relacdo a resposta Tul. Esta
hipétese se propagou como a explicacao para o desenvolvimento da alergia e asma
(FIGUEIREDO et al., 2013). No entanto, a combinag&o de fatores incluindo o parto
natural, amamentagdo, aumento de atividades ao ar livre, dieta e uso correto de
antibioticos, pode restabelecer o microbioma e reduzir os riscos de doencas alérgicas,
principalmente no inicio da vida (BLOOMFIELD et al., 2016).

1.3.1 Fisiopatologia da asma

Os alérgenos quando inalados sao capturados pelas células dendriticas, as
quais se localizam logo abaixo do epitélio das vias aéreas onde estdo em constante
vigilancia imunoldgica aos patdgenos inalatérios. Estas células processam o antigeno
e apresentam em sua superficie os fragmentos peptidicos ligados ao Complexo
Principal de Histocompatibilidade (do inglés, Major Histocompatibility Complex - MHC)
de classe | e Il aos receptores de linfocitos T. A sensibilizac&o alérgica e posteriores
provocagdes resultam na ativagdo de células T e transformagé&o para o fenotipo TH2,
com a producao de interleucinas (IL) como a IL-4, IL-5 e IL-13, responsaveis pela
amplificag@o do processo inflamatério (MULLANE, 2011).

Na reexposi¢cdo ao antigeno, a reacdo imediata é desencadeada pela ligacdo
cruzada entre antigenos a receptores de IgE presentes na superficie dos mastocitos,

que sofrem ativacdo e degranulacdo e liberam a histamina, Fator de Ativacdo de
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Plaquetas (do inglés, Platelet Activating Factor - PAF), prostaglandinas e leucotrienos.
Os mediadores inflamatorios promovem a vasodilatacdo, permeabilidade vascular,
producdo de muco e broncoconstricdo, responsaveis pelas manifestagdes clinicas em
periodos de exacerbagdo da asma (SILVA, 2008; KUMAR et al., 2010).

O inicio da fase tardia comeca aproximadamente de quatro a seis horas apés
a exposicdo ao alérgeno, com a chegada dos leucdcitos recrutados (eosinofilos,
basofilos, neutrdfilos, linfécitos e mondcitos) através de fatores quimiotaticos e por
citocinas advindas de mastocitos da fase aguda. A producdo de mediadores pode
ocorrer também por células do endotélio vascular, inflamatérias e epiteliais das vias
aéreas. Dessa forma, a fase tardia da doenca contém mediadores da fase imediata,
porém com uma inflamacdo persistente e remodelamento pulmonar incontrolado
(KUMAR et al., 2010; MURDOCH; LLOYD, 2010) (figura 1).
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Figura 1 - Resposta imunoldgica Tu2 em vias aéreas de individuos com asma. Neste processo
ocorre a producdo de células Th2 e de algumas interleucinas, como a IL-4, IL-5 e IL-13. Estas,
estimulam a inflamacao alérgica e eosinofilica e promovem diversas alteracdes no epitélio e
no musculo liso que contribuem para a fisiopatologia da asma (WENZEL, 2012).

1.3.2 Mediadores inflamatérios na asma

Diversos mediadores pro-inflamatorios participam do desenvolvimento da
asma, incluindo a IL-4, IL-5 e IL-13. Além destas, existem outros mediadores
inflamatérios, como a IL-1, IL-2, IL-3, IL-9, IL-10, IL-17, IL-25, IL-33 e Fator de Necrose



23

Tumoral (do inglés, Tumor Necrosis Factor - TNF-a), que também participam dos
eventos da cascata imunoldgica da asma (MULLANE, 2011).

A IL-4 atua na diferenciagéo de linfécitos THO em Th2, estimula a producéo de
IgE pelos plasmacitos e potencializa a resposta imunoldgica. A ativagdo de mastocitos
dependentes de IgE € induzida pela IL-4 que atua no desenvolvimento de reacdes
alérgicas imediatas. Niveis de mediadores de leucotrieno e seus receptores também
aumentam pela exposicdo a esta interleucina (STEINKE, 2004). A IL-4 promove a
inflamacéao celular no pulméo pela inducdo da Molécula de Adesao da Célula Vascular
(do inglés, Vascular Cell Adhesion Molecule - VCAM) - 1 no endotélio vascular. Por
meio da interagdo com VCAM-1, a IL-4 recruta eosinofilos, linfocitos, mondcitos e
basofilos para o local da lesédo. Além disso, a IL-4 promove a inflamacao eosinofilica
pela inducdo da quimiotaxia de eosinofilos (BRUSSELLE et al., 1994).

A IL-5 desempenha um papel importante na inflamacdo das vias aéreas.
Estimula a maturacao, proliferacdo, diferenciacdo, recrutamento e sobrevivéncia de
eosinofilos, retardando a apoptose deste no local da inflamagéo (GARCIA et al., 2013).
Promove o aumento do numero de eosinofilos na medula 6ssea (MUKHERJEE;
ZHANG, 2011). E produzida principalmente por linfocitos Tw2, mastdcitos e
eosinofilos. Uma vez recrutados, os eosinofilos degranulam e liberam suas proteinas
catibnicas para a protecdo do hospedeiro contra os alérgenos. Estes produtos séo
toxicos para o microambiente pulmonar e, além da producéo de superdxido, causam
danos ao microambiente circundante. A eosinofilia tecidual esta presente em
pacientes com asma e é correlacionada com a gravidade da doenca (MURDOCH,;
LLOYD, 2010; PATTERSON et al., 2015).

A producéo de IL-13 esté associada a sobrevivéncia e migracdo de eosindfilos
e ativacdo de macréfagos nas vias aéreas (MARTINEZ-NUNEZ et al.,, 2011;
CORREN, 2013). Induz a metaplasia das células caliciformes a partir das células do
epitélio ciliado, e a producéo e secrecdo de muco por essas células (KONDO et al.,
2006, ERLE; SHEPPARD, 2014). A IL-13 esta associada a hiperresponsividade das
vias aéreas. Na reparacdo tecidual, a IL-13 estimula fibroblastos e macréfagos a
sintetizarem colageno e contribui para o desenvolvimento da fibrose subepitelial,
presente em individuos com asma em varias intensidades (CORREN, 2013).

A IL-17 ou IL-17A é uma interleucina pré-inflamatéria secretada por linfocitos
Tul7 e esta correlacionada a gravidade da asma. Pode ser encontrada em



24

concentracdo aumentada no pulméo e no sangue de pacientes com asma alérgica. A
elevada expresséo da IL-17 no epitélio pulmonar provoca a producdo de quimiocinas
e infiltracdo de leucocitos in vivo (SCHNYDER-CANDRIAN et al., 2006). A IL-17
promove o recrutamento e expansao de neutréfilos nas vias aéreas alérgicas e pode
ter um efeito negativo sobre a asma alérgica estabelecida (MURDOCH; LLOYD,
2010).

O TNF-a, € uma citocina proé-inflamatoéria Tul, que pode ser secretado por
diversas células incluindo macréfagos e principalmente mastocitos. Encontra-se em
niveis elevados no lavado broncoalveolar (LBA) e no escarro de pacientes com asma.
Atua diretamente no musculo liso das vias aéreas para aumentar a resposta contratil
aos espasmogenos (BARNES, 2008). Em individuos saudaveis, o TNF-a leva ao
desenvolvimento da hiperresponsividade e neutrofilia das vias aéreas. Em modelo
murino, esta citocina pode aumentar significativamente a metaplasia de células do
muco (BUSSE et al., 2005; BUSSE et al., 2009).

A IL-10 possui acdo anti-inflamatoria. Na resposta alérgica, reduz a expressao
de eosindfilos e a producao de citocinas e inibe a ativagdo de mastocitos mediada por
IgE. Além disso, a IL-10 prejudica a maturacéo de células dendriticas, e reduz assim
sua capacidade estimuladora para a inducéo de células Tul e TH2 (COUPER et al.,
2008). Vérios tipos celulares secretam IL-10, incluindo macréfagos, mondécitos, células
dendriticas e células T. A capacidade de induzir a producéo de IL-10 pelas células T
pode ser desencadeada no momento e no local da exposi¢do ao alérgeno, ou seja,
guando e onde é necessario, 0 que torna a inducdo de IL-10 derivada de células T

uma terapéutica atrativa (URRY et al., 2006).

1.3.3 Remodelamento das vias aéreas

O processo inflamatério instalado nas vias aéreas de individuos com asma
promove alteracdes estruturais significativas na arquitetura respiratoria, induzidas por
processos repetidos de lesdes e reparos (MULLANE, 2011).

O remodelamento das vias aéreas representa uma resposta tardia e
permanente a lesdo tecidual, provocada principalmente por irritantes primarios. E
caracterizado por modificagdes teciduais e celulares na regido dos bronquiolos, como

maior deposicéo de colageno, hiperplasia e hipertrofia do musculo liso, aumento da
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vascularizacdo, espessamento da membrana basal e da camada epitelial e
descamacéo do epitélio, metaplasia de células caliciformes, producéo e hipersecrecao
de muco (HIROTA; MARTIN, 2013). Participam de todo este processo células
inflamatoérias que podem estar presentes em diferentes intensidades (CHO et al.,
2014).

Na via aérea normal, a distribuicdo de colageno e outros componentes da
matriz extracelular estd em equilibrio devido a regulacdo da sintese e degradacédo. Na
asma, a interrupcdo da homeostase resulta no aumento da deposi¢cdo de matriz
extracelular, principalmente na lamina reticular, lamina prépria e submucosa (ROYCE
et al., 2012). Dentre os reguladores que participam deste processo, destaca-se o Fator
de Crescimento Transformador (do inglés, Transforming Growth Factor - TGF) - 3, que
promove a proliferacdo celular do musculo liso, a apoptose das células epiteliais e
suas acdes pro-fibroticas, como a proliferacéo de fibroblastos e sintese de colageno
e fibronectina (MOIR et al., 2008). A expressdo aumentada de Smad2, proteina de
sinalizacao de TGF-B, provoca o espessamento da camada muscular lisa e deposicéo
de colageno apds a provocacao alergénica (GREGORY et al., 2010).

O espessamento do muasculo liso é o principal responsavel pela
broncoconstricdo das vias aéreas e obstrucdo persistente do fluxo de ar. O
espessamento da camada muscular pode ser causado por hiperplasia (aumento do
namero de células), hipertrofia (aumento do tamanho da célula) ou migracéo e
diferenciacdo de progenitores como os miofibroblastos (BERAIR et al., 2013). A
hipertrofia das células do musculo liso foi identificada nas grandes vias aéreas, em
casos nao fatais e fatais de asma, enquanto a hiperplasia estava presente nas grandes
e pequenas vias aéreas apenas em casos fatais de asma (JAMES et al., 2012).

Adicionalmente, em resposta a provocacao alergénica, pode ocorrer o aumento
na taxa proliferativa das células musculares lisas das vias aéreas, que apresentam
alteracdes na expressdo de alguns marcadores como o Antigeno Nuclear de
Proliferagdo Celular (do inglés, Proliferating Cell Nuclear Antigen - PCNA) (IJPMA et
al., 2017) e o Ki67 (HASSAN et al., 2010).

Mais ao centro do bronquiolo esta localizado o epitélio, que é considerado uma
barreira fisica que protege o organismo contra as influéncias do ambiente. Sua fungéo
€ dependente da integridade celular e interagcdo das proteinas nos complexos

juncionais intercelulares, especialmente as Jungbes Adesivas (do inglés, Tight
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Junctions - TJ). A falha neste complexo torna o epitélio permeavel aos alérgenos e a
outros agentes para o tecido da via aérea (XIAO et al., 2011).

Uma caracteristica do epitélio que reveste as vias respiratérias humanas € a
presenca de células que apresentam cilios moveis, revestidos por uma camada de
MuCOo que possui acao antimicrobiana. A presenca do muco € importante para o trato
respiratorio, pois impede que microrganismos se instalem no epitélio (MURPHY et al.,
2010). No caso da asma, devido a metaplasia e hiperplasia das células caliciformes,
a hipersecregcdo de muco tem contribuido intensamente para a morbidade e
mortalidade por esta doenca, pois diante de um processo inflamatério, a producéo
aumentada de muco provoca 0 estreitamento das vias aéreas e asfixia que pode
resultar em 6bito (KONDO et al., 2012).

Por fim, outro aspecto importante que contribui com a gravidade da asma é o
estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigénio sdo derivadas de oxidantes
endogenos (compostos de mitocondrias, NADPH e o sistema xantina/xantina oxidase)
(QU et al. 2017) ou exbgenos (gases oxidantes, como o 0zdnio, dioxido de enxofre,
dioxido de nitrogénio e particulas em suspensédo (SAHINER et al., 2011). A grande
guantidade de espécies reativas do oxigénio (por ex.: como 0 anion superoxido e o
peroxido de hidrogénio - H202) e do nitrogénio (por ex.: 6xido nitrico e o nitrito) gera
um desequilibrio oxidativo, que potencializa a resposta inflamatéria e pode danificar o
Acido Desoxirribonucleico (DNA), carboidratos, proteinas e lipidios além de promover
a apoptose das células epiteliais e a inativacdo de enzimas antioxidantes (WEDES et
al., 2009; QU et al. 2017).

1.4 TERAPIA CELULAR

Os medicamentos disponiveis para o tratamento da asma sao responsaveis
principalmente pela inibicdo das reacdes inflamatérias e promovem diferentes graus
de alivio dos sintomas. Entretanto, ndo revertem as alteragcbes decorrentes do
remodelamento das vias aéreas e, além disso, o uso prolongado pode causar efeitos
adversos ou tornar os pacientes refratarios ao tratamento (TAYLOR et al., 2008).
Diante desse cenario, torna-se importante a busca por novas estratégias terapéuticas
gue controlem os eventos fisiopatologicos envolvidos na asma (HIROTA; MARTIN,
2013).
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Neste contexto, as ceélulas-tronco mesenquimais (CTMs) tém despertado
grande interesse na medicina regenerativa, por suas propriedades biologicas e
atividades imunomodulatérias (SHARMA et al.,, 2014). Sao células adultas,
multipotentes e apresentam efeitos imunossupressores reconhecidos. Podem migrar
para o local de lesédo tecidual e atuar na modulacéo da resposta inflamatoria (UCCELLI
et al. 2006; HAN et al., 2011). Podem ser encontradas em diversas fontes como
sangue de cordao umbilical (BIEBACK et al., 2004), tecido adiposo (ZUK et al., 2001),
polpa dental (GRONTHOS et al., 2002) e medula éssea (HORWITZ et al., 1999), onde
participam da homeostase tecidual, formando novas células em resposta ao
repovoamento celular fisiologico ou a uma lesdo (AMORIN et al.,, 2012;
GOLDENBERG; CARVALHO, 2012).

As CTMs humanas sdo definidas de acordo com trés critérios minimos
estabelecidos pela International Society for Cellular Therapy (DOMINICI et al., 2006):
Aderéncia ao plastico quando mantidas em cultura; expressdo dos marcadores de
superficie dos Grupos de Diferenciagéo (do inglés, Cluster of Differentiation - CD)105,
CD73 e CD90 e auséncia de CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-
DR quantificados por citometria de fluxo; e capacidade de se diferenciar nas linhagens
osteogénica, adipogénica e condrogénica in vitro.

As CTMs séao consideradas pouco imunogénicas, devido a baixa expressao de
MHC de classe Il e de moléculas co-estimulatérias na superficie celular e podem ser
administradas de forma aut6loga, alogénica ou xenogénica (HAN et al., 2011). Além
disso, as CTMs secretam diversos fatores bioativos que suprimem o sistema
imunologico local e interferem em processos importantes envolvidos na reparacao
tecidual (CAPLAN; DENNIS, 2006).

As CTMs podem participar de diversas vias da resposta imunoldgica inata e
adaptativa. Afetam a proliferacdo de linfécitos T e a secrecéo de interferon (IFN) -y
por estas células (SPAGGIARI et al., 2008). Inibem a proliferacéo, diferenciagéo e
quimiotaxia de células B (CORCIONE et al., 2006) e promovem 0 aumento na
proliferacéo de linfocitos T Regulatorios (TRegs). Interferem na maturacao de células
dendriticas e impedem que células natural killers (NKs) se tornem citotéxicas e liberem
IFN-y e TNF-a, produzindo efeitos citotoxicos (DE MIGUEL et al., 2012).

O efeito imunossupressor das CTMs é mediado pela interacéo célula-a-célula
e pela secrecao de fatores soluveis, dentre eles: Prostaglandina (PG) E2 (HSU et al.,
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2013), Fator de Crescimento de Hepatocito (do inglés, Hepatocyte Growth Factor -
HGF) (BAI et al., 2012), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) (HE et al., 2015), TGF-
(XU et al., 2014), Oncostatina (do inglés, Oncostatin - OS) M (LAN et al., 2017), IL-1,
IL-8, IL-11, IL-12 e IL-15 (GLENN; WHARTENBY, 2014; ZHAO et al., 2016), Fator
Estimulante de Coldnia de Granulocitos (do inglés, Granulocyte-Colony Stimulating
Factor - G-CSF) (TANG et al., 2015). Os fatores bioativos suprimem o sistema
imunolégico local, promovem o aumento da angiogénese e da mitose, inibicdo da
fibrose e estimulam a diferenciacédo, processos importantes na reparacdo tecidual
(CAPLAN; DENNIS, 2006; HAN et al., 2011).

1.4.1 Modelo experimental de asma

Os modelos pré-clinicos tém sido amplamente empregados na busca da
compreensao dos eventos fisiopatoldégicos responsaveis pelo desenvolvimento da
asma (GUALDI et al., 2010). Varios aspectos dessa doenca complexa tém sido
investigados de forma experimental, e com isso espera-se que um maior avango nesta
area facilite o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas efetivas.

Diferentes espécies animais sdo utilizadas na avaliacdo do processo
inflamatorio das vias aéreas, incluindo camundongos (BONFIELD et al., 2010), ratos
(LIN et al., 2013), coelhos (KAMARUZAMAN et al., 2013) e cavalos (BARUSSI et al.,
2016). Dentre elas, destacam-se os camundongos da linhagem Balb/c. Sdo animais
isogénicos que desenvolvem uma forte resposta imunolégica Tu2 com niveis
aumentados de IgE ap6s exposicao a ovalbumina (OVA), padréo-ouro em animais de
laboratério (SHIN et al., 2009; MULLANE; WILLIAMS, 2014).

Os modelos experimentais de asma em camundongos nao reproduzem
exatamente a doenca humana, pois 0s sinais clinicos ndo sao passiveis de
investigacdo. Os modelos animais auxiliam no entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes a asma e na identificacdo de novos alvos para
intervencdes terapéuticas e tratamentos potenciais (KUMAR et al., 2016).

O tratamento da asma experimental com CTMs tem demonstrado a
participacdo destas no reparo tecidual. Entende-se que os efeitos imunomodulatérios

paracrinos sejam responsaveis pela melhora do processo inflamatorio e do
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remodelamento pulmonar (KNIGHT et al., 2010; GAO et al., 2016). Diversos estudos
publicados revelam resultados que contribuem para este entendimento.

No estudo de Kang et al. (2017), os camundongos Balb/c foram sensibilizados
via intraperitoneal (IP) com 75 microgramas (ug) de OVA + 2 miligramas (mg) de
hidréxido de aluminio. O transplante de 5x10° CTMs derivadas de sangue de cordéo
umbilical humano ocorreu pela veia lateral da cauda dos animais, antes do inicio da
provocacao alergénica. As vias aéreas foram provocadas pela via intranasal (IN) com
50 ug de OVA. A avaliacao da hiperresponsividade aconteceu no dia 32 e as demais
analises ocorreram no dia 33. As CTMs atenuaram significativamente a
hiperresponsividade das vias aéreas e o infiltrado eosinofilico no LBA, reduziram os
niveis seéricos de IgE e 1gG1 e as interleucinas Tu2 no tecido pulmonar e no baco.
Entretanto, houve aumento da porcentagem de células T reg. Estes resultados
sugerem que o tratamento com CTMs xenogénicas reduziu a inflamacéao induzida por
OVA e que esta pode ser mediada por células T reg.

Chan et al. (2016) sensibilizaram camundongos Balb/c via IP com 50 ug de
OVA + 0,8 mg de hidroxido de aluminio. A provocacao alergénica foi realizada via
inalatéria (IH) com 2% de OVA. A infusédo de 1x108 CTMs obtidas da Geleia de
Wharton de corddo umbilical humano ocorreu pela veia lateral da cauda. A avaliacdo
da hiperresponsividade das vias respiratorias aconteceu no dia 29 e as demais
analises no dia 30 (9 dias ap6s transplante). No grupo tratado houve diminuicdo
significativa do infiltrado de eosindfilos e linfocitos no LBA e concentragéo de IL-5 em
sobrenadante de culturas de esplendcitos. Houve reducdo relativa da
hiperresponsividade das vias aéreas. Esses dados sugerem que as CTMs
xenogénicas suprimiram os sintomas da asma e o efeito imunomodulador resultou da
supresséao da resposta TH2.

A pesquisa realizada por Ogulur et al. (2014) utilizou camundongos Balb/c. Os
animais foram sensibilizados via IP com 10 ug de OVA + hidréxido de aluminio e
provocados por exposicao a aerossol com 1% de OVA. O tratamento foi realizado
com 2,5 x10° CTMs de medula éssea de camundongo pela veia lateral da cauda. As
avaliacoes ocorreram 14 dias apos transplante. Os resultados demonstraram reducéo
significativa das alteracGes histopatologicas incluindo membrana basal, epitélio,
musculo liso e hiperplasia de células caliciformes nas vias aéreas e migracao de

CTMs para tecidos pulmonares. Além disso, as CTMs aumentaram significativamente
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a resposta de TReg em animais tratados. Os dados deste estudo revelaram que as
CTMs alogénicas migraram para o tecido pulmonar e suprimiram as alteracdes
histopatologicas da asma.

O presente estudo foi realizado em camundongos Balb/c, o qual utilizou a OVA
livre de adjuvante para o desenvolvimento do modelo experimental de asma e as
avaliacdes ocorreram em trés momentos diferentes: Dia 0, 7 ou 14 apds o tratamento
com CTMs de medula éssea humana. Nesse cenario, levantou-se a hipétese de que
as CTMs poderiam controlar a resposta inflamatoria e reverter o remodelamento das

vias aéreas dos animais, através de suas propriedades imunomoduladoras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as propriedades imunomoduladoras das CTMs de medula 6ssea
humana em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma

alérgica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar um modelo experimental de inflamacdo pulmonar compativel com a
asma alérgica em camundongos Balb/c;

e Avaliar o remodelamento das vias aéreas;

e Caracterizar as subpopulacées de células inflamatérias no LBA;

e Avaliar a participacdo de mediadores da inflamacéo na asma alérgica.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratoério Experimental de Cultivo Celular e no
Laboratorio de Diagndstico e Cirurgia Experimental do Nucleo de Tecnologia Celular
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) e obteve financiamento pela
Fundacdo Araucaria na Chamada Universal n°® 05/2011, parecer n°® 22701. Os
experimentos iniciaram apos aprovagdo pelos Comités de Etica da PUCPR: Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) - n° 04425212.6.0000.0020 e Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) - n® 724,

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo experimental controlado e randomizado, que consistiu das etapas

apresentadas na figura 2:

EFEITOS IMUNOMODULADORES DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS EM
CAMUNDONGOS BALB/C SUBMETIDOS AO MODELO EXPERIMENTAL DE ASMA ALERGICA ‘

Medula ¢ssea Modelo experimental de asma

[ | |
CTMs ‘ Tratamento ‘
| | |
|

Avaliagdo da terapia celular

Cultivo celular

Criopreservagao | Ceélulas inflamatorias -
Caracterizagao celular | Proteinas —
Viabilidade | H,0, —
Transplante | Interleucinas —
Histopatologia pulmonar ‘—

Figura 2 - Delineamento do estudo: Obtencdo e caracterizacdo das células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea humana e avaliacdo da terapia celular em modelo
experimental de asma. CTMs: Células-tronco mesenquimais; LBA: Lavado broncoalveolar;
H>O.: Peréxido de hidrogénio.
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3.2 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA MEDULA OSSEA HUMANA

3.2.1 Obtencéo da medula 6ssea humana

Foram utilizadas células mononucleares isoladas a partir de 5 mL de medula
0ssea humana, obtidas de quatro pacientes portadores de cardiomiopatia dilatada,
envolvidos na pesquisa clinica “Tratamento autdlogo de células mesenquimais
cultivadas e expandidas no tratamento da cardiomiopatia isquémica grave e refrataria”
- CEP: n° 0005710/12 e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP): n°
0378.0.084.000-09. Nao foram incluidas medulas de pacientes portadores de doencas
infecciosas e/ou neoplasicas malignas ou em tratamento de radioterapia e/ou
quimioterapia, e ainda, aqueles que n&o consentissem livremente em participar da

pesquisa.

3.2.2 Isolamento e cultivo das CTMs humanas

O material medular coletado na Irmandade Santa Casa de Misericordia de
Curitiba foi transportado para o Laboratério Experimental de Cultivo Celular da
PUCPR, onde foi realizado o isolamento das células mononucleares da medula 6ssea
humana, bem como o cultivo e caracterizacdo das CTMs, conforme descrito por
Rebelatto et al. (2008).

O volume de medula 6ssea coletado foi diluido em meio Dulbecco modificado
por Iscove (Iscove's Maodified Dulbecco's Medium - IMDM) (catalogo:12200-036, Gibco
Invitrogen, Carlsbad, USA), na propor¢cdo de 1:2, e colocado sob o gradiente de
densidade Histopaque (cat.: 10771, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) a 1,077 g/mL.
Apoés centrifugacdo a 400 g por 30 min, o anel de mononucleares foi coletado e
transferido para outro tubo onde foi lavado em meio IMDM (figura 3). As hemacias
foram lisadas com 5 mL de tampao hemolitico por 5 min a 37°C e novamente
centrifugadas.

ApOs contagem em céamara de Neubauer (Boeco Germany, Hamburg,
Alemanha), 1x107 células mononucleares foram transferidas para frascos de 75 cm?
(TPP, Trasadingen, Suica), armazenados em incubadora (Thermo Forma, Sao Paulo,
Brasil) aquecida a 37°C, com 5% de tensé&o de dioxido de carbono (COz2) e 95% de ar
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umidificado. O meio IMDM utilizado nos frascos foi suplementado com 15% de soro
bovino fetal (cat:12657-029, Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA) e 1% dos antibiéticos
penicilina e estreptomicina (cat: 15140-122, Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA). As
culturas foram monitoradas em microscopio invertido CK40 (Olympus, S&o Paulo,
Brasil), trés vezes por semana, permitindo assim o acompanhamento visual do

processo de adesao e proliferacao celular.

Plasmae meio

Células
mononucleares

Histopaque

Hemaciase
granulocitos

Figura 3 - Isolamento de células mononucleares de medula 6ssea humana. Apoés
centrifugacdo com o gradiente Histopaque, ocorreu a separacdo da amostra pela densidade:
Plasma e meio, células mononucleares, histopaque, e hemacias e granulécitos.

Aproximadamente no quinto dia apds o isolamento ocorreu a primeira troca do
meio de cultura. As demais trocas de meio de cultura ocorreram a cada 48 a 72 horas.
Quando atingiram aproximadamente 90% de confluéncia, as células foram
dissociadas pela agédo da tripsina-EDTA 0,25% (cat: 25200-072, Gibco Invitrogen,
Carlsbad, USA) e expandidas para o dobro ou triplo do nimero de frascos de 75 cm?.

As CTMs permaneceram em cultivo até a obtencdo do numero de células para
o transplante, que ocorreu entre as passagens (P) 3 e 5. Neste momento foi realizada
a caracterizacao celular por citometria de fluxo. O excedente de CTMs foi submetido
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a criopreservacao caso houvesse a necessidade de repetir algum experimento deste

estudo.

3.2.3 Imunofenotipagem das CTMs e viabilidade celular

No dia do transplante, as CTMs foram caracterizadas de acordo com o0s
marcadores definidos pela Sociedade Internacional para Terapia Celular (DOMINICI
et al., 2006) e a viabilidade das amostras também foi determinada.

Para cada amostra foram preparados cinco tubos de citometria, cada um com
1x1068 células. As células foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos (min), com freio
e aceleracdo, a temperatura ambiente (T.A.) e incubadas com os anticorpos
conjugados com Isocianato de Fluoresceina (do inglés, Fluorescein Isothiocyanate -
FITC), Ficoeretrina (do inglés, Phycoerythrin - PE), Ficoeritrina e Cianina (do inglés,
Phycoerythrin and the Cyanine Dye Cy5 - PE-Cy5) e Aloficocianina (do inglés,
Allophycocyanin - APC) e com o corante vital 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD) por 30
min, na auséncia de luz, a T.A. As células foram novamente centrifugadas com 500
microlitros (uL) de tampéo fosfato salina (do inglés, Phosphate Buffered Saline) (cat:
20012-027, Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA) a 400 g por 10 min. As células foram
ressuspendidas em 300 uL de PBS com 1% de paraformaldeido (cat: P6148, Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil). As amostras foram adquiridas no Citdmetro de Fluxo BD
FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, USA) e analisadas pelo software FlowJo
v8.0.2 (Tree Star, Ashland, USA). Os resultados s&o expressos em porcentagem (%)
(quadro 1).
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Quadro 1 - Marcadores de células-tronco mesenguimais humanas (DOMINICI et al., 2006).
A viabilidade celular foi determinada pela Anexina (marcador de apoptose) e pelo corante vital
7-AAD. Foram utilizados marcadores conjugados aos fluorocromos: FITC, PE, PE-Cy5 e APC
(BD Pharmingen, San Jose, USA).

Marcador Fluorocromo | Catalogo Fabricante . DI|UI.(;50
anticorpo: amostra

Controle isotipico FITC 555748 | BD Pharmingen 1:20
Controle isotipico PE 555787 | BD Pharmingen 1:20
Controle isotipico PE-Cy5 555750 | BD Pharmingen 1:20
Controle isotipico APC 555751 | BD Pharmingen 1:20
CD29 APC 559883 | BD Pharmingen 1:20
CD73 PE 550257 | BD Pharmingen 1:20
CD90 PE 555596 | BD Pharmingen 1:100
CD105 APC 562408 | BD Pharmingen 1:20
CD166 PE 559263 | BD Pharmingen 1:20
HLA-DR PE-Cy5 551375 | BD Pharmingen 1:33
CD14 FITC 555397 | BD Pharmingen 1:20
CD19 FITC 555412 | BD Pharmingen 1:20
CD34 APC 555824 | BD Pharmingen 1:20
CD45 FITC 555482 | BD Pharmingen 1:20
Anexina V PE 556422 | BD Pharmingen 1:20
7-AAD - 559925 | BD Pharmingen 1:20

CD: Cluster of differentiation; HLA: Human leukocyte antigens; 7-AAD: 7-Aminoactinomycin D;
FITC: Fluorescein isothiocyanate; PE: Phycoerythrin; PE-Cy5: Phycoerythrin and the cyanine dye Cyb5;

APC: Allophycocyanin.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram avaliados no estudo 100 camundongos Balb/c machos, com seis a oito

semanas de idade, e peso médio de 30,86 gramas (g) (desvio padrao - DP: 0,98),

provenientes do biotério da PUCPR.

Os animais foram mantidos em gaiolas (até quatro animais por caixa) com

dimensdes de 30 centimetros (cm) de comprimento, 20 cm de largura e 13 cm de

altura. A caixa era forrada com uma camada de cepilho (Inbrasfama, Sado José dos

Pinhais, Brasil), que era trocada duas vezes por semana ou conforme necessidade.

Os camundongos permaneceram em um ambiente controlado, com temperatura entre

19-21°C, umidade relativa de aproximadamente 70% e ciclo claro/escuro de 12/12

horas (h), recebendo a racdo CR1 Nuvilab (Quimtia, Colombo, Brasil) e agua ad

libitum.
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3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO A ASMA E TERAPIA CELULAR

O modelo experimental de indugcéo a asma utilizado neste estudo foi adaptado
de Xisto et al. (2005), o qual utilizou a OVA (cat: A5503, Sigma-Aldrich, S&o Paulo,
Brasil) como alérgeno. Todas as intervencdes foram realizadas por um Unico médico
veterinario durante todo o periodo do estudo, a fim de se obter padronizacdo na
execucao dos métodos.

Resumidamente, os animais dos grupos A, 7A, 7AT, 14A e 14AT foram
sensibilizados com 10 ug de OVA em 100 pL de solucéo fisiolégica via IP, nos dias 0,
2,4,7,9 e 10. As vias aéreas destes animais foram provocadas com 20 ug de OVA
em 20 uL de solucéo fisiologica administradas por via intratraqueal (IT), nos dias 15,
18 e 21. Nestes procedimentos, os grupos C, 7C e 14C receberam apenas solucao
fisiolégica nos mesmos volumes. No dia 22, os animais dos grupos C e A foram
eutanasiados, enquanto os grupos 7C, 7A, 14C e 14A receberam infusdo de solucéo
fisioldgica via IT e os animais dos grupos 7AT e 14AT foram transplantados com 1x10°
CTMs em 20 uL de solucéo fisiolégica pela mesma via. No dia 29 (sete dias apos
tratamento), os grupos 7C, 7A e 7AT foram submetidos a eutanasia. Os animais dos
grupos 14C, 14A e 14AT foram eutanasiados no dia 36 (14 dias apés tratamento).

(figura 4).
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e Sensibilizagao: IP + Eutanasia: Grupos C e A

O Provocacgao alergénica: IT & Eutanasia: Grupos 7C, 7Ae 7TAT

Z% Transplante: IT £+ Eutanasia: Grupos 14C, 14A e 14AT

Avaliacao da terapia celular

| |
Dia 0: Aos 7 dias: Aos 14 dias:

Grupos C e A Grupos 7C, 7A e 7AT || Grupos 14C, 14A e 14AT

Figura 4 - Etapas do modelo experimental de indugéo a asma e avaliagdo pos-tratamento de
células-tronco mesenquimais humanas em camundongos Balb/c: Sensibilizacdo (dias 0-10),
provocacao alergénica (dias 15-21), transplante (dia 22) e eutanasia (dias 22, 29 e 36). A
avaliacdo da terapia celular ocorreu no dia do transplante (grupos C e A), aos sete dias
(grupos 7C, 7A e 7AT) e aos 14 dias (grupos 14C, 14A e 14AT). Adaptado de Xisto et al.
(2005). IP: Intraperitoneal; IT: Intratraqueal; C: Controle e A: Asma (Dia 0); 7C: Controle, 7A:
Asma e 7AT: Tratamento (Dia 7); 14C: Controle, 14A: Asma; 14AT: Tratamento (Dia 14).

As administracdes intratraqueais da provocacédo alergénica, transplante, coleta
de sangue e LBA ocorreram mediante anestesia com 100 mg/kg cloridrato de
ketamina 5% (Konig, Santana de Parnaiba, Brasil) associado a 10 mg/kg de cloridrato
de xilazina 2% (Vetbrands, Paulinia, Brasil). A fim de evitar a reducéo na temperatura
corporal durante a anestesia, 0s animais foram posicionados em decubito dorsal sobre
uma cama aquecida (Master Digital SA-300; Ch@mpion Eletronics, Porto Alegre,
Brasil). Uma pequena incisdo (aproximadamente 1 cm) na pele foi realizada sobre a
regido cervical ventral mediana (sobre a traqueia), no sentido cranio-caudal. Os
musculos cervicais ventrais foram divulsionados e apés a identificacdo da traqueia as
solucdes (provocacédo alergénica: solucao fisiologica ou OVA / transplante: solucéo
fisiologica ou CTMs) foram administradas por meio de uma seringa de insulina ultrafina
de 0,3 mL (Becton Dickson, Curitiba, Brasil) (figura 5).
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Figura 5 - Procedimentos intratraqueais: A. Aplicacdo anestésica via intraperitoneal em
camundongos Balb/c. B. Exposicdo da traqueia para administragdo intratraqueal. C.
Administracao intratraqueal. D. Recuperagéo anestésica em cama aquecida para suporte na
temperatura corporal.

3.5 LBA E SORO: COLETA E PROCESSAMENTO

Momentos antes da eutanasia foi realizada a coleta de sangue e LBA para
avaliacdo da terapia celular O sangue foi coletado via puncéo intracardiaca (0,5 a 1
mL) e transferido para um microtubo estéril. Para obtencdo do soro, o sangue foi
acondicionado em estufa (Nova Etica, S&o Paulo, Brasil) aquecida a 37°C por 30 min,
a 4°C por 15 min. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 800 g por 10 min. O soro
foi transferido para um novo microtubo e armazenado a -20°C, para posterior
avaliacdo das interleucinas.

O LBA foi obtido imediatamente apds a coleta do sangue dos animais. Em
seguida, a tragueia foi exposta (conforme descrito na se¢cdo modelo de inducao a
asma e avaliacdo da terapia celular) e nela foi introduzido um cateter intravenoso 18
G (Solidor, Osasco, Brasil), por onde foi administrado, lentamente, trés vezes o volume
de 1 mL de solucao fisiologica. O LBA recuperado foi transferido para microtubos que
foram centrifugados a 300 g por 8 min a 4°C (MUEHLMANN et al.,, 2010). O
sobrenadante foi separado em aliquotas e armazenado a -20°C para a determinacao
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de proteinas totais, H20:2 e interleucinas. O pellet celular foi ressuspendido em PBS
para a avaliacao citolégica total e diferencial. Foram excluidas do estudo amostras

que continham sangue no LBA.

3.5.1 Avaliacao citolégica total e diferencial do LBA

A contagem total de células do LBA foi realizada em camara de Neubauer e 0s
resultados sdo demonstrados em nimero de células totais x10%/ mL de LBA.

Para a avaliacao citoldgica diferencial, foram preparadas laminas com 10 uL do
pellet celular coradas pela técnica de Romanowski (cat.. COHO06, Newprov, Pinhais,
Brasil). Foram contadas 200 células em aumento de 1000x no microscopio 6ptico

Olympus CX41 (Olympus, Séao Paulo, Brasil).

3.5.2 Concentracdo de proteinas totais no LBA

A concentracdo de proteinas totais presentes no LBA foi mensurada pelo
método de Bradford (1976), que utiliza o reagente Coomassie Brilliant Blue. A emissao
da fluorescéncia foi detectada no filtro de 595 nm em leitora de microplaca (Nova

Analitica, S&o Paulo, Brasil) e os resultados sao apresentados como pg/mL.

3.5.3 Deteccao de H202 no LBA

A presenca de H202 no LBA foi avaliada com o kit Amplex Red (cat: A22188,
Invitrogen, Eugene, EUA), conforme recomendacdo do fabricante. A emissédo da
fluorescéncia foi detectada no filtro de 580 nanémetro (nm) em leitora de microplaca

e os resultados sdo demonstrados em micromolar (uM).

3.5.4 Quantificagdo de interleucinas no LBA e no soro

A concentracdo das interleucinas pro e anti-inflamatéria no LBA e no soro foi

determinada pelo CBA Flex SET (BD Bioscience, San Diego, USA), de acordo com

recomendacdes do fabricante. As interleucinas foram quantificadas simultaneamente
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no citbmetro de fluxo FACSCalibur e analisados no software FlowJo v10 (Tree Star,

Ashland, USA). Os resultados séo apresentados em pg/mL (quadro 2).

Quadro 2 - Interleucinas anti e pré-inflamatérias avaliadas no LBA e no soro dos animas.

Interleucina Atividade Catélogo| Fabricante
IL-5 Pré-inflamatéria 558302 | BD Bioscience
IL-13 Pré-inflamatéria 558349 | BD Bioscience

IL-17A Pré-inflamatéria 560283 | BD Bioscience
TNF-a Pré-inflamatéria 558299 | BD Bioscience
IL-10 Anti-inflamatoria 558300 |BD Bioscience

IL: Interleucina; TNF: Tumor necrosis fator-o

3.6 PULMOES: COLETA E AVALIACOES HISTOPATOLOGICAS

ApOs coleta dos materiais bioldgicos, foi realizada a eutanasia dos
camundongos de forma ética, indolor e individualizada. O procedimento foi realizado
por overdose anestésica com cloridrato de ketamina 5% (400 mg/kg/IP) associado ao
cloridrato de xilazina 2% (50 mg/kg/IP).

Em seguida, os pulm&es foram cuidadosamente retirados da cavidade toracica
e lavados em solucdo fisiolégica para a remoc¢do do sangue presente na superficie.
Algumas amostras de pulméo foram armazenadas a -20° para futuros estudos. Os
demais pulmdes foram acondicionados em frascos contendo formalina tamponada a
10% (Biotec, Pinhais, Brasil) por no minimo 48 horas. Apos este periodo os pulmdes
inteiros foram transferidos para cassetes e encaminhados ao Laboratério de Patologia
Experimental da PUCPR para serem processados por técnicas histoldégicas. O
remodelamento das vias aéreas foi avaliado através de cortes histolégicos
pulmonares corados com Hematoxilina & Eosina (do inglés, Hematoxylin and Eosin -
H&E), acido Periddico-Schiff (do inglés, Periodic acid-Schiff - PAS) e tricrbmio de
Masson (TM).

3.6.1 Avaliagcdo do musculo liso, epitélio de revestimento e infiltrado inflamatorio

A coloragdo com H&E permite avaliar a morfologia pulmonar, a presenca e

intensidade de infiltrado inflamatério na regido peribronquiolar e area adjacente, o
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espessamento do mausculo liso e as alteracbes no epitélio de revestimento, com
énfase na descamacéo celular para o limen dos bronquiolos.

A técnica aplicada consistiu da desparafinizacdo dos cortes histolégicos em
xilol (Labmaster, Pinhais, Brasil) aquecido por 5 min (trés vezes), hidratacdo em alcool
99% (Labmaster, Pinhais, Brasil) por 1 min (trés vezes) e lavagem em agua corrente
por 5 min. Os cortes pulmonares foram corados com Hematoxilina de Harris
(cat.: 620503, Laborclin, Pinhais, Brasil) por 8 min, lavados novamente em &gua
corrente por 5 min, corados com Eosina (CAS 17372-87-1, Nuclear, Diadema, Brasil)
por 6 min e lavados novamente em agua corrente. Os cortes foram desidratados em
alcool 95%, 99% (trés vezes) e xilol (trés vezes) por 1 min cada. Para finalizar as
laminas foram seladas com resina adesiva Histolan (Labmaster, Pinhais, Brasil) e
laminula de vidro Clean Slide (cat.: EP-51-30194, EasyPath, S&o Paulo, Brasil).

3.6.2 Avaliacdo da distribuicdo de células caliciformes e producdo de muco

A coloracdo com PAS, sem digestdo enziméatica, proporciona a identificacdo do
muco produzido pelas células caliciformes.

Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes
histol6gicos. Em seguida, foram lavados em agua destilada e colocados no &cido
periédico a 1% (cat.: T146-05, J.T. Baker, Phillispsburg, USA) por 20 min. Os cortes
foram lavados novamente em agua destilada (por trés vezes) e entdo expostos ao
reativo de Feulgen - fuccina béasica (C.l. 42510, Nuclear, Diadema, Brasil), por 30 min,
a 4°C. Em seguida foram lavados em agua corrente por 10 min (duas vezes) e por
mais 5 min apés a substituicdo da agua. Os cortes foram corados com Hematoxilina
de Harris por 6 min e lavados por 10 min em agua destilada. Por fim, os cortes foram
desidratados e as laminas foram seladas com resina adesiva Histolan e laminula de

vidro.

3.6.3 Avaliacéo da deposicédo de colageno

A coloracdo com TM demonstra a deposicdo de coldgeno na regido

peribronquiolar. Para a realizacao desta técnica foi utilizado o kit comercial Tricrémio
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de Masson (cat. EP-11-20013, EasyPath, Sdo Paulo, Brasil) conforme instrucdes do
fabricante.

Resumidamente, as laminas foram desparafinizadas em xilol por 5 min (duas
vezes), hidratadas em &lcool 99% por 1 min (duas vezes), 95% e 70% por 1 min cada,
e lavadas em agua destilada por 5 min. Em seguida, os cortes histolégicos foram
incubados com uma solucéo contendo de hematoxilina férrica de Weiger por 10 min,
lavados com &gua destilada, incubados com fucsina por 4 min, lavados novamente
em agua destilada, incubados com é&cido fosfomolibdico por 5 min e azul de anilina
por 5 min. As laminas foram lavadas em agua destilada e desidratadas em alcool por
1 min 95% (trés vezes), 99% por 1 min (duas vezes) até o xilol por 5 min (duas vezes).

Por fim, as laminas foram seladas com resina adesiva Histolan e laminula de vidro.

3.6.4 Anadlise histopatoldgica

Imagens de trinta bronquiolos (quinze de cada pulmédo), selecionados
aleatoriamente a partir dos cortes histolégicos, foram capturadas pela camera digital
DP25 (Olympus, Séo Paulo, Brasil) acoplada ao microscopio optico CX41 (Olympus,
Séo Paulo, Brasil). As imagens foram adquiridas pelo software DP2-BSW (Olympus,
Séo Paulo, Brasil) em dois aumentos: 200x e 400x.

Dois pesquisadores avaliaram a presenca e intensidade da inflamacgao
pulmonar por meio de analises semi-quantitativas, utilizando um sistema de escores
adaptado de Sun et al. (2012).

Dessa forma, os cortes histolégicos pulmonares corados com HE e TM foram

analisados de acordo com o quadro 3:
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Quadro 3 - Avaliacdo da presenca e intensidade da inflamacdo pulmonar em cortes
histologicos corados com hematoxilina & eosina e tricrémio de Masson, utilizando um sistema
de escore (adaptado de: SUN et al., 2012).

Intensidade: 0%
Caracteristicas:

Ausente (grau 0)

Auséncia de inflamacao detectavel;
Bronquiolo saudavel com arquitetura preservada;
Fibras colagenas de acordo com a normalidade.

Intensidade: 1-33%
Caracteristicas:

Leve (grau 1)

Inflamacéo leve;

Infiltrado com reduzido niumero de células inflamatoérias;

Leve aumento na deposicdo de colageno na regido peribronquiolar;
Espessamento discreto da camada epitelial e muscular;

Pouca descamacéo do epitélio.

Intensidade: 34-66%
Caracteristicas:

Moderado (grau 2)

Inflamacéo moderada,;

Regides com infiltrado inflamatorio mais disseminado, com moderado namero de
células inflamatérias;

Presenca aumentada de colageno circundando o bronquiolo;

Musculo liso e epitélio mais espessos;

Presenca de células destacadas no limen do bronquiolo.

Intensidade: 67-100%
Caracteristicas:

Intenso (grau 3)

Inflamacéao intensa;

Remodelamento pulmonar apresentando alteracdes estruturais significativas;
Regido peribronquiolar difusa, com intenso niamero de células inflamatorias e
acentuada deposicao de colageno;

Espessamento significativo na camada epitelial e muscular lisa;

Descamacdao frequente do epitélio.

A producéo de muco foi estimada pela presenca de células positivas para a

coloracdo com PAS nos cortes pulmonares, a partir da sobreposicdo de um circulo

dividido em oito regides com angulos centrais congruentes, avaliagcdo adaptada de
Firinci et al. (2011) (figura 6).
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Figura 6 - Avaliagdo da producéo de muco nos bronquiolos. As células coradas em rosa foram

estimadas a partir da sobreposi¢cdo de um circulo dividido em oito regides com angulos
centrais congruentes (adaptada de FIRINCI et al., 2011). Aumento: 400x

Cada regido corresponde a 12,5% do circulo. A soma das areas marcadas
positivamente foi categorizada de acordo com o sistema de escore mencionado no

quadro 3.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para averiguar a distribuicdo de normalidade das variaveis quantitativas foi
aplicado o teste de D’Agostino. Para os dados paramétricos em condigcdo de
normalidade (células totais, diferencial de células inflamatdérias, proteinas, H202 e
interleucinas) utilizou-se o teste t de student para comparar as médias entre 0s grupos
C vs. A e 7AT vs. 14AT, e one-way ANOVA seguido de Tukey para os grupos 7C
vS.7A.vs. 7TAT e 14C vs.14A. vs. 14AT. Os valores estao expressos em média + desvio
padrao.

Na analise histopatoldgica utilizou-se os testes ndo-paramétricos de Mann-
Whitney na comparagéo entre os grupos C vs. A e 7AT vs. 14AT e Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn para as multiplas compara¢des post-hoc para os grupos 7C
vs.7A. vs. 7TAT e 14C vs.14A. vs. 14AT. Resultados estdo expressos em média + erro
padrdo. As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism
versao 5.03 para Windows (GraphPad, La Jolla, USA). Considerou-se significancia

resultados com p < 0,05 em todas as avaliagdes realizadas.



46

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MORFOLOGICA DAS CTMS DA MEDULA OSSEA HUMANA

As primeiras colénias de CTMs, obtidas a partir de cada amostra de medula
O6ssea humana, foram observadas aderidas aos frascos em torno do quinto dia apos
o isolamento. Em cultivo, as CTMs apresentaram morfologia fibroblastéide. Quando
as culturas atingiram aproximadamente 90% de confluéncia, as células foram
dissociadas por acéo da enzima tripsina 0,25% e replaqueadas em mais frascos, até
a P3 (figura 7).

Figura 7 - Células-tronco mesenquimais de medula 6ssea humana, cultivadas até a
passagem 3. Cultura com 90% de confluéncia. As células apresentam aderéncia ao plastico
e morfologia fibroblastoide (seta). Aumentos: 100x (A) e 400x (B).
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4.2 CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DAS CTMS

As CTMs isoladas da medula éssea humana foram caracterizadas por
citometria de fluxo de acordo com os marcadores definidos pela Sociedade
Internacional para Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006).

A média e o desvio padrdo dos resultados obtidos revelou alta expresséo de
CD29 (94,6%), CD73 (96,0%), CD90 (96,1%), CD105 (91,8%) e CD166 (90,6%) e
baixa expressdo dos marcadores HLA-DR (2,3%), CD14 (1,3%), CD19 (1,2%), CD34
(1,4%) e CDA45 (1,5%) (tabela 1, figuras 8 e 9).

Tabela 1 - Expressdo dos marcadores de membrana das células-tronco mesenquimais de
medula 6ssea humana. Média e desvio padrdo. Resultados expressos em porcentagem (%).

Marcadores de superficie positivos (%)
CD29+ CD73+ CD90+ CD105+ CD166+

o 1 97,5 99,0 97,5 97,6 94,1
502 96,7 96,8 95,5 93,2 93,8
e 3 93,6 95,2 95,2 91,9 90,5
< 4 90,5 92,8 96,2 84,4 84,0
Média 94,6 96,0 96,1 91,8 90,6
DP 3,2 2,6 1,0 5,5 4,7
Marcadores de superficie negativos (%)
HLA-DR+ CD14+ CD19+ CD34+  CD45+

o 1 5,5 3,9 3,8 4,8 4,1
52 1,1 0,6 0,6 0,2 0,7
e 3 1,1 0,4 0,3 0,3 0,4
< 4 1,6 0,4 0,3 0,3 0,7
Média 2,3 1,3 1,2 1,4 1,5
DP 2,2 1,7 1,7 2,3 1,8

DP: Desvio padrao; CD: Cluster of differentiation; HLA: Human leukocyte antigens.
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Figura 8 - Marcadores positivos de células-tronco mesenquimais humanas de uma amostra
representativa de medula 6ssea. Dados em histogramas: Em vermelho esta representado o
controle isotipico e em azul os marcadores CD29, CD73, CD90, CD105 e CD166. Resultados
expressos em porcentagem (%). CD: Cluster of differentiation.
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Figura 9 - Marcadores negativos de células-tronco mesenquimais humanas de uma amostra
representativa de medula 6éssea. Dados em histogramas: Em vermelho esta representado o
controle isotipico e em azul os marcadores HLA-DR, CD14, CD19, CD34 e CD45.
Resultados expressos em porcentagem (%). CD: Cluster of differentiation; HLA: Human
leukocyte antigens.
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As amostras apresentaram na terceira passagem, 94,92% de CTMs viaveis,

5,08% de mortalidade e 1,15% de células em apoptose (figura 10).

Viabilidade (%)
7-AAD+ Anexina+

Células viaveis

4! 1 94,34 5,66 0,92
=52 97,04 2,96 1,45
e 3 90,95 9,05 0,63
< 4 97,35 2,65 1,59
Média 94,92 5,08 1,15
DP 2,97 2,57 0,45
100 - 7-AAD+ | 100 g Anexina+
80 - 80 -
60 60
40“‘ 40 _.
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Figura 10 - Viabilidade das células-tronco mesenquimais humanas na passagem 3. O corante
de acido nucléico 7-AAD marca as células ndo-viaveis presentes na amostra e a Anexina V
determina a porcentagem de células em apoptose. Dados em histogramas: Em vermelho esta
representado o controle isotipico e em azul o corante vital 7-AAD, e 0 marcador de células em
apoptose Anexina V. Resultados expressos em porcentagem (%). 7-AAD: 7-amino-

actinomicina-D.
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4.4 SOBREVIDA DOS ANIMAIS

Foram submetidos ao modelo experimental de asma 100 animais. Destes, 10
foram ao 6bito por asfixia imediatamente apds administracdo intratraqueal. Como
resultado, 90 animais foram avaliados no estudo, representando uma taxa de

sobrevivéncia de 90%.

4.5 NUMERO DE CELULAS TOTAIS DO LBA

Os animais do grupo 7A apresentaram maior quantidade de células totais no
LBA em comparacdo ao 7C (59,0 + 8,2 vs. 10,8 + 3,3 x 10*mL, p = 0,0006), ndo
havendo diferenca no tratamento. No décimo quarto dia apds tratamento, também
havia mais células no grupo 14A em relacédo ao 14C (57,9 + 9,9 vs. 15,0 +0,0 x 10%/mL,
p < 0,0001). Entretanto, neste momento ocorreu a reducao significativa de células
inflamatoérias no LBA de animais do grupo 14AT quando comparado com o 14A (15,0
+5,2vs.57,9+9,9 x 104mL, p < 0,0001). O tratamento avaliado aos 14 dias revelou
diferenca estatistica no grupo 14AT em relacdo ao 7AT, avaliado aos sete dias (15,0
+5,2vs. 42,0+ 10,5 x 10mL, p = 0,0115) (gréafico 1).
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Grafico 1 - Numero total de células no LBA dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle e
A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C:
Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). A terapia celular mostrou resultados significativos
em comparagcao com o grupo com asma no décimo quarto dia apos tratamento de células-
tronco mesenquimais. Os resultados séo expressos em media + desvio padrdo. * p < 0,05.
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4.6 DIFERENCIAL DE CELULAS INFLAMATORIAS

Houve aumento significativo no percentual de eosinéfilos no LBA do grupo A
comparado ao C (16,0 £ 8,1 vs. 3,4 =+ 2,1%, p < 0,0001), permanecendo aos sete dias
no grupo 7A em relacdo ao 7C (33,8 £ 9,2 vs. 1,0 £ 0,8%, p < 0,0001). O grupo 7AT,
gue recebeu tratamento com CTMs, apresentou reducédo significativa de eosinofilos
em comparacao ao grupo 7A, com asma e nao tratado (8,7 £ 5,1 vs. 33,8 £9,2%, p <
0,0001). Aos 14 dias, o percentual de eosinofilos continuou aumentado no grupo 14A
quando comparado ao 14C (22,0 £ 1,0 vs. 2,7 + 1,3 %, p < 0,0001). Neste momento
de avaliacdo, ndo houve diferenca na terapia celular. No décimo quarto dia apos
tratamento, a concentracéo de eosindfilos foi significativamente maior no grupo 14AT
que no 7AT, estes avaliados no sétimo dia apos tratamento (24,8 + 12,6 vs. 8,7 +
5,1%, p = 0,0004) (gréfico 2).
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Grafico 2 - Contagem diferencial de eosindfilos no LBA dos animais avaliados no dia 0
(C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14
dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica entre os
grupos A vs. C, 7AT vs. 7A e 14AT vs. 7AT. O tratamento com células-tronco mesenquimais

mostrou resultados significativos no sétimo dia apés tratamento. Os resultados sao
expressos em média + desvio padrdo. * p < 0,05.

No grupo A houve maior percentual de linfocitos no LBA que o C (19,0 + 6,9 vs.
10,8 £ 3,4%, p = 0,004). No sétimo dia, houve uma inversdo de concentracao, ou seja,

0 grupo 7A apresentou significativamente menos linfécitos que o 7C (2,0 + 3,2 vs. 24,3
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+ 17,5%, p < 0,0001) e no 7AT esta célula inflamatéria estava aumentada quando
comparado ao 7A (8,8 + 7,1 vs. 2,0 + 3,2%, p = 0,0023). Aos 14 dias, os animais do
grupo 14A apresentaram maior percentual de linfocitos que o 14C (18,0 £ 1,0 vs. 8,5
* 3,3%, p < 0,0001) e no 14AT houve reducdo em comparacéo ao 14A (3,8 £ 3,4 vs.
18,0 = 1,0%, p < 0,0001). No décimo quarto dia apds tratamento, o percentual de
linfécitos no LBA do grupo 14AT foi significativamente menor comparado ao 7AT (3,8
+ 3,4 vs. 8,8+ 7,1%, p = 0,0358) (grafico 3).
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Grafico 3 - Contagem diferencial de linfocitos no LBA dos animais avaliados no dia 0
(C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14
dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica entre os
grupos A vs. C, 7AT vs. 7A, 14AT vs. 14A e 14AT vs. 7AT. O tratamento com células-tronco
mesenquimais mostrou resultados significativamente menores no décimo quarto dia apos
tratamento. Os resultados sao expressos em média + desvio padréo. * p < 0,05.

O percentual de macréfagos no grupo A foi menor que no C (51,8 + 10,0 vs.
74,9 £ 7,2%, p < 0,0001). Aos sete dias, o percentual continuou menor no grupo 7A
guando comparado ao 7C (44,8 £ 8,7 vs. 66,3 + 19,6%, p < 0,0008). Neste momento
de avaliacdo, houve aumento de macrofagos no grupo 7AT em relagéo ao 7A (56,3
14,7 vs. 44,8 £ 8,7%, p = 0,0156). Aos 14 dias, o grupo 14A apresentou menor
concentracéo de macrofagos que 0 14C (43,0 £ 1,0 vs. 80,7 £ 4,3%, p = 0,0001). Nos
animais do grupo 14AT, tratados com CTMs, houve reducéo significativa em
comparacdo ao 14A, que nao recebeu tratamento (0,5 £ 0,8 vs. 43,0 £ 1,0%,
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p < 0,0001). O percentual de macrofagos foi estatisticamente menor no grupo 14AT
em comparacao ao 7AT (0,5 + 0,8 vs. 56,3 + 14,7%, p < 0,0001) (gréfico 4).
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Gréfico 4 - Contagem diferencial de macréfagos no LBA dos animais avaliados no dia 0
(C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14
dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica entre os
grupos A vs. C, 7TAT vs. 7A, 14AT vs. 14A e 14AT vs. 7AT. O tratamento com células-tronco
mesenquimais mostrou resultados significativamente menores no décimo quarto dia apés
tratamento. Os resultados sdo expressos em média + desvio padréo. * p < 0,05.

A contagem de neutrofilos demonstrou maior percentual no LBA do grupo 7A
em relacdo ao 7C (10,8 + 3,2 vs. 1,7 £ 1,0%, p < 0,0001), assim como no 14A
comparado ao 14C (7,0 £ 0,1 vs. 4,0 £ 1,9%, p < 0,0001) (gréfico 5).
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Grafico 5 - Contagem diferencial de neutréfilos no LBA dos animais avaliados no dia 0
(C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14
dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve maior percentual de neutrofilos
no grupo 7A vs. 7C, e no 14A vs. 14C. Os resultados sdo expressos em média + desvio

padréo. * p < 0,05.

Aos sete dias, houve maior percentual de mastécitos no LBA do grupo 7A
comparado ao 7C (7,2 £ 5,1 vs. 3,3 + 1,0%, p = 0,0167) que se manteve aos 14 dias
no grupo 14A em relacdo ao 14C (10,0 + 1,0 vs. 3,5 £ 2,3%, p < 0,0001) (grafico 6).
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Grafico 6 - Contagem diferencial de mastécitos no LBA dos animais avaliados no dia 0
(C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14
dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve maior percentual de mastocitos

no grupo 7A vs. 7C, e no 14A vs. 14C. Os resultados sdo expressos em média + desvio
padréo. * p < 0,05.
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4.7 CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS NO LBA

No momento do transplante, as proteinas totais no LBA estavam aumentadas
no grupo A em relagéo ao C (68,8 £ 8,3 vs. 59,1 + 3,8 ug/mL, p = 0,0058). Aos sete
dias pos-tratamento, as proteinas seguiram aumentadas no grupo 7A em comparacao
ao 7C (72,3 £ 4,6 vs. 56,2 + 9,6 ug/mL, p = 0,0011) e reducéo significativa no grupo
7AT em relacdo ao 7A (60,9 + 7,4 vs. 72,3 + 4,6 ug/mL, p = 0,0011). Aos 14 dias a
concentracdo de proteinas no grupo 14A continuou sendo maior que o 14C (80,3 £
3,6 vs. 59,0 + 3,5 ug/mL, p < 0,0001). O grupo 14AT apresentou resultados
significativamente menores que o grupo 14A (57,4 + 4,4 vs. 80,3 £ 3,6 ug/mL,
p < 0,0001). Nao houve diferenca na quantidade de proteinas entre os animais
tratados aos sete e 14 dias (gréfico 7).
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Grafico 7 - Quantificacdo de proteinas no LBA dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle e
A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C:
Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica entre os grupos A vs.
C, 7TA vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C e 14AT vs. 14A. O tratamento com células-tronco
mesenquimais mostrou resultados significativamente menores aos sete e 14 dias apés
transplante. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. * p < 0,05.

4.8 DETECCAO DE H202 NO LBA

Na avaliacéo de sete dias, o grupo 7A apresentou maior concentracdo de H202
no LBA em comparagdo com o 7C (5,5 £ 1,7 vs. 2,1 £ 1,0 uM, p = 0,0003). O

tratamento realizado nos animais do grupo 7AT diminuiu este quadro
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significativamente em comparacdo ao 7A (3,0 £ 0,9 vs. 5,5 + 1,7 uM, p = 0,0003)
(grafico 8). Aos 14 dias, nao foi observado diferenca estatistica entre os grupos

avaliados.
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Grafico 8 - Deteccao de H-O, no LBA dos animais avaliados no dia O (C: Controle e A: Asma),
aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C: Controle, 14A:
Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica entre os grupos 7A vs. 7C e 7AT vs.
7A. O tratamento com células-tronco mesenquimais mostrou resultados significativamente
menores aos sete e 14 dias apos transplante. Os resultados sédo expressos em média + desvio
padréo. * p < 0,05.

4.9 QUANTIFICACAO DE INTERLEUCINAS NO LBA E NO SORO

A concentracédo de IL-5 no grupo 7A foi maior que no 7C no LBA (50,14 + 0,04
vs. 50,08 £ 0,03 pg/mL, p = 0,0023) e no soro (50,1 £ 0,2 vs. 49,6 £ 0,4 pg/mL, p =
0,0081). A avaliacao dos animais do grupo 7AT mostrou reducéo significativa desta
interleucina no LBA do grupo 7A (50,06 + 0,03 vs. 50,14 + 0,04 pg/mL, p = 0,0023) e
também no soro (49,7 £ 0,1 vs. 50,1 + 0,2 pg/mL, p = 0,0081). Além disso, apés 14
dias de tratamento, é possivel observar que houve aumento de IL-5 no grupo 14AT
em relacdo ao 7AT (50,1 £ 0,02 vs. 50,0 + 0,03 pg/mL, p = 0,0228) (grafico 9).
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Gréfico 9 - Niveis da IL-5 no LBA e no soro dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle e A:
Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C:
Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica entre os grupos 7A vs.
7C, 7TAT vs. 7TA e 14AT vs. 7TAT nalL-5do LBA e 7A vs. 7C e 7AT vs. 7A no soro. O tratamento
com células-tronco mesenquimais mostrou resultados menores sete dias ap6s transplante.
Os resultados sao expressos em média + desvio padréo. * p < 0,05.

O grupo A apresentou maior quantidade de IL-13 no LBA que o C (7,5 + 0,7 vs.
6,1 = 0,4 pg/mL, p = 0,0005), assim como o 7A em relagéo ao 7C (6,7 £ 0,6 vs. 6,1
0,3 pg/mL, p = 0,0134). Houve diminuig&o intensa de IL-13 no LBA do grupo 7AT em
relacdo ao 7A (6,1 £ 0,4 vs. 6,7 £ 0,6 pg/mL, p = 0,134). No décimo quarto dia de
avaliacao o perfil de expressao da IL-13 se manteve, com 0 aumento no grupo 14A
comparado ao 14 C (6,7 £ 0,3 vs. 6,1 £ 0,5 pg/mL, p = 0,0195) e os animais que
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receberam CTMs do grupo 14AT tiveram o nivel de IL-13 significativamente menor
que o 14A (6,0 + 0,5 vs. 6,6 £ 0,3 pg/mL, p = 0,0268). Nao houve diferenca na

concentracéo de IL-13 no soro dos camundongos (gréafico 10).
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Grafico 10 - Niveis da IL-13 no LBA e no soro dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle e
A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C:
Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica no LBA entre os grupos
A vs. C, 7TA vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14AT vs. 14A e 14A vs. 14C. Nao houve diferenca na
concentracdo de IL-13 no soro dos camundongos. O tratamento com células-tronco
mesenquimais mostrou resultados menores sete e 14 dias apoés transplante. Os resultados
sdo expressos em média + desvio padrdo. * p < 0,05.

No LBA, foi possivel verificar o aumento significativo de IL-17A no grupo A em
relacdo ao C (5,5 £ 0,06 vs. 5,4 + 0,06 pg/mL, p = 0,0055) e no 7A comparado ao 7C
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(5,5+0,1vs. 54 £ 0,04 pg/mL, p =0,0243). Houve reducéo desta interleucina pro-
inflamatoria no sétimo dia pos-tratamento nos animais do grupo 7AT em comparagao
ao 7A (5,4 £0,09vs. 5,5+ 0,1 pg/mL, p =0,0243). Os niveis de IL-17A permaneceram
aumentados no grupo 14A em relagcédo ao 14C, avaliados no décimo quarto dia (5,5 +
0,09 vs. 5,4 £ 0,04 pg/mL, p = 0,0003) e o tratamento manteve a reducéo da IL-17A
nos camundongos do 14AT em relacdo ao 14A (5,3 = 0,05 vs. 5,5 = 0,09 pg/mL,
p = 0,0003). No soro dos animais, foi possivel verificar alteragdo no grupo 14A,
submetido ao alérgeno, comparado ao 14C (6,4 £ 0,4 vs. 5,6 £ 0,1 pg/mL, p = 0,0023)
(grafico 11).
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Gréfico 11 - Niveis da IL-17A no LBA e no soro dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle
e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C:
Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica no LBA entre os grupos
Avs. C, 7TAvs. 7C, 7TAT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14A. No soro apenas os grupos 14AT
vs. 14A tiveram concentragbes de IL-17 quando comparados entre si. O tratamento com
células-tronco mesenquimais mostrou resultados niveis reduzido desta interleucina aos sete
e 14 dias apoés transplante. Os resultados sdo expressos em média + desvio padréao.
*p <0,05.

Os niveis de TNF-a estavam aumentados apenas no LBA do grupo A em
relacdo ao C (19,95 £+ 3,0 vs. 15,8 £ 0,4 pg/mL, p = 0,0014). N&o houve diferencas nas
avaliagbes do soro dos animais (grafico 12).
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Grafico 12 - Niveis de TNF-a no LBA e no soro dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle
e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias
(14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica no LBA entre os
grupos A vs. C. Nao houveram alteracBes na concentracdo de TNF-a nos grupos avaliados.
Os resultados sao expressos em média + desvio padréo. * p < 0,05.

Na avaliacdo de sete dias, os camundongos do grupo 7AT apresentaram niveis
significativamente maiores de IL-10 que o0 0s animais nao tratados do grupo 7A, tanto
no LBA (8,6 £ 1,1vs. 5,7 +1,1 pg/mL, p <0,0001) quanto no soro avaliado (15,1 +1,9
vs. 12,2 + 3,0 pg/mL, p <0,0372). Os resultados para esta interleucina anti-inflamatéria
no LBA do grupo 7AT foram maiores que o 7C (8,6 + 1,1 vs. 6,4 + 0,8 pg/mL, p <

0,0001). Apo6s 14 dias de tratamento, houve reducao na concentragéo de IL-10 no LBA
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do grupo 14AT em comparacdo ao 7AT (7,0 £ 1,4 vs. 8,6 £ 1,1 pg/mL, p = 0,0227)
(grafico 13).
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Grafico 13 - Niveis da IL-10 no LBA e no soro dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle e
A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C:
Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica no LBA dos grupos
TAT vs. 7A, TAT vs. 7C e 14AT vs. 7AT e no soro a IL-10 foi significativamente diferente entre
0s grupos 7AT vs. 7A. O tratamento com células-tronco mesenquimais mostrou resultados
mais expressivos aos sete dias ap0s infuséo, tanto no LBA quanto no soro. Os resultados sdo
expressos em média + desvio padrdo. * p < 0,05.

4.10 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os resultados histopatolégicos pulmonares dos espécimes estudados

demonstraram aspectos do remodelamento pulmonar nos animais que foram
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submetidos ao modelo experimental de inducéo a asma, nos trés tempos avaliados, e
diminuicao dessas alteragcbes em camundongos que receberam infusdo de CTMs, em
todos os critérios avaliados (figuras 11 a 19, gréficos 14 a 16).

No dia 0, o grupo A apresentou modificagOes significativas em comparagéo ao
C, no infiltrado inflamatoério (1,4 £ 0,1 vs. 0,1 £0,1, p = 0,0009), deposicéo de colageno
(2,4 +0,3vs.0,1+0,05, p=0,0011), espessamento muscular (1,7 £0,1vs. 0,4 £0,1,
p = 0,0009) e epitelial (2,1 £ 0,3 vs. 0,3 = 0,04, p = 0,0009), producdo de muco (1,4 =
0,2 vs. 0,0 £ 0,0, p = 0,0004) e descamacéo do epitélio (1,6 + 0,1 vs. 0,4 = 0,05,
p = 0,0009) (figuras 11 a 13).
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Figura 11 - Avaliacdo histopatolégica em cortes pulmonares corados com hematoxilina &
eosina no dia 0. A. Grupo Controle. B. Grupo Asma. O grupo Controle apresentou o pulméo
preservado e 0s animais do grupo Asma, apresentam alteracdes do remodelamento
pulmonar: 1. Infiltrado inflamatdrio, 2. Espessamento muscular, 3. Espessamento epitelial,
4. Descamacao do epitélio. Aumento: 200x.
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Figura 12 - Avaliagdo histopatoldégica em cortes pulmonares corados com tricrbmio de
Masson no dia 0. A. Grupo Controle. B. Grupo Asma. No grupo Controle a deposicdo de
colageno esta dentro da normalidade e nos animais do grupo Asma ha deposicdo acentuada
de colageno na regido peribronquiolar. Aumento: 200x.
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Figura 13 - Avaliagédo histopatolégica em cortes pulmonares corados com acido periddico-
Schiff no dia 0. A. Grupo Controle. B. Grupo Asma. O grupo Controle apresenta pouca ou
nenhuma produgcdo de muco e os animais do grupo Asma, apresentam hipersecrecdo de
muco pelas células caliciformes. Aumento: 200x.

No sétimo dia apds tratamento, os animais do grupo 7A mantiveram as
alteracdes quando comparados ao 7C, no infiltrado inflamatério (1,6 £ 0,1 vs. 0,3 £
0,1, p = 0,0002), deposicdo de colageno (1,8 + 0,1 vs. 0,4 + 0,1, p = 0,0002),
espessamento muscular (1,8 + 0,1 vs. 0,4 £ 0,1, p = 0,0002) e epitelial (2,0 £ 0,2 vs.
0,2 £ 0,06, p = 0,0001), producdo de muco pelas células caliciformes (1,5 £ 0,1 vs.
0,01 + 0,01, p =0,0004) e descamacao do epitélio (1,4 +0,1vs. 0,6 0,1, p=0,0014).
Entretanto, a terapia celular no grupo 7AT reduziu significativamente as modificacdes
histologicas em relagdo aos animais ndo tratados do grupo 7A, no infiltrado
inflamatério (0,6 + 0,1 vs. 1,6 £ 0,1, p = 0,0002) e deposi¢cédo de colageno (0,8 + 0,1
vs. 1,8 £ 0,1, p = 0,0002), espessamento muscular (0,7 +0,1vs. 1,8 + 0,1, p =0,0002)
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e epitelial (1,2 £ 0,2 vs. 2,0 £ 0,2, p = 0,031) e descamacéo do epitélio (0,8 + 0,1 vs.
1,4 +£0,1, p=0,0014), exceto na producédo de muco (figuras 14 a 16).
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Figura 14 - Avaliagdo histopatoldgica em cortes pulmonares corados com hematoxilina & eosina aos sete dias. A.
Grupo Controle (7C). B. Grupo Asma (7A). C. Grupo Tratamento (7AT). O grupo Controle apresenta o pulmao
preservado e os animais do grupo Asma, apresentam alteragbes do remodelamento pulmonar: 1. Infiltrado
inflamatdrio, 2. Espessamento muscular, 3. Espessamento epitelial, 4. Descamacao do epitélio. Estas séo menos
evidentes no grupo Tratamento. Aumento: 200x.
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Figura 15 - Avaliacdo histopatolégica em cortes pulmonares corados com tricrdmio de
Masson aos sete dias. A. Grupo Controle (7C). B. Grupo Asma (7A). C. Grupo Tratamento
(7AT). No grupo Controle a deposicao de colageno esta dentro da normalidade e nos animais
do grupo Asma hé deposicdo acentuada de coldgeno na regido peribronquiolar estando
reduzida no grupo Tratamento. Aumento: 200x.
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Figura 16 - Avaliacé@o histopatoldégica em cortes pulmonares corados com acido periddico-
Schiff aos sete dias. A. Grupo Controle (7C). B. Grupo Asma (7A). C. Grupo Tratamento (7AT).
No grupo Controle ha pouca ou nenhuma producdo de muco e os animais do grupo Asma e

Tratamento, apresentam hipersecrecao de muco pelas células caliciformes. Aumento: 200x.
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No décimo quarto dia apds tratamento, o remodelamento continuou bem
intenso no grupo 14A em comparacao ao 14C, no infiltrado inflamatério (1,2 £ 0,1 vs.
0,3 £0,2, p=0,0044), e deposicao de coldgeno (1,6 + 0,1 vs. 0,7 + 0,1, p = 0,0042),
espessamento muscular (1,1 £ 0,1 vs. 0,3 £ 0,1, p = 0,0002) e epitelial (1,5 + 0,2 vs.
0,2 £ 0,04, p = 0,0003), producéo de muco pelas células caliciformes (0,5 £ 0,1 vs. 0,0
+ 0,0, p = 0,0008) e descamacéao do epitélio (1,4 + 0,1 vs. 0,6 = 0,1, p = 0,0004).
No entanto, com excecdo da avaliagdo do espessamento muscular e do muco
produzido pelas células caliciformes, foi possivel verificar reducdo significativa no
grupo 14AT em relacdo ao 14A, no infiltrado inflamatério (0,7 + 0,1 vs. 1,2 + 0,1,
p =0,0235), deposicao de colageno (1,0 +0,2vs. 1,6 £ 0,1, p =0,0042), espessamento
epitelial (0,9 £ 0,1 vs. 1,5 £ 0,2, p = 0,0353) e descamacéo do epitélio (0,8 + 0,1 vs.
1,4 £0,1, p=0,0004) (figuras 17 a 19).
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14 dias. A. Grupo Controle (14C). B. Grupo Asma (14A). C. Grupo Tratamento (14AT). O grupo Controle
apresenta o pulmdo preservado e 0s animais do grupo Asma, apresentam alteracdes do
remodelamento pulmonar: 1. Infiltrado inflamatério, 2. Espessamento muscular, 3. Espessamento
epitelial, 4. Descamacao do epitélio. Estas sdo menos intensas no grupo Tratamento. Aumento: 200x.



73

, s ; - =
Basa AT 2 A
Figura 18 - Avaliacdo histopatolégica em cortes pulmonares corados com tricrdmio de
Masson aos 14 dias. A. Grupo Controle (14C). B. Grupo Asma (14A). C. Grupo Tratamento
(14AT). No grupo Controle (14C) a deposicao de colageno esta dentro da normalidade e nos
animais do grupo Asma (14A) ha deposicao acentuada de colageno na regido peribronquiolar
estando esta reduzida no grupo Tratamento (14AT). Aumento: 200x.
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Figura 19 - Avaliacé@o histopatoldégica em cortes pulmonares corados com acido periddico-
Schiff aos 14 dias. A. Grupo Controle (14C). B. Grupo Asma (14A). C. Grupo Tratamento
(14AT). No grupo Controle (14C) ha pouca ou nenhuma produgéo de muco e os animais do
grupo Asma (14A) e Tratamento (14AT), apresentam hipersecre¢do de muco pelas células

caliciformes. Aumento: 200x.

=230
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A - Infiltrado Inflamatorio
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Grafico 14 - Andlises histopatolégicas no epitélio pulmonar dos animais avaliados no dia 0
(C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14
dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve diferenca estatistica no
espessamento epitelial entre os grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7TAT vs. 7A, 7TAT vs. 7C, 14A vs.
14C, 14AT vs. 14A e 14AT vs. 14A. Na descamacédo do epitélio, houveram alteracdes nos
grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14A. Os resultados séo
expressos em média + erro padrdo. * p < 0,05.
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C - Espessamento Muscular
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Grafico 15 - Andlises histopatolégicas no musculo liso e no infiltrado inflamatério pulmonar
dos animais avaliados no dia O (C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C: Controle, 7A: Asma
e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT: Tratamento). Houve
diferenca estatistica no espessamento muscular entre os grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs.
7A e 14A vs. 14C. No infiltrado inflamatdério, houveram diferengas entre 0s grupos A vs. C, 7A
vs. 7C, 7TAT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14A. Os resultados sdo expressos em média * erro
padréo. * p < 0,05.
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Grafico 16 - Analises histopatolégicas quanto a producdo de muco e deposi¢cdo de colageno
no pulméo dos animais avaliados no dia 0 (C: Controle e A: Asma), aos sete dias (7C:
Controle, 7A: Asma e 7AT: Tratamento) e aos 14 dias (14C: Controle, 14A: Asma e 14AT:
Tratamento). Houve diferencga estatistica no muco produzido pelas células caliciformes dos
grupos Avs. C, 7TAvs. 7C, 7TAT vs. 7C, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14C. Na deposicao de colageno
houveram diferencas entre os grupos A vs. C, 7TAvs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs.

14A. Os resultados sao expressos em média + erro padrdo. * p < 0,05.



78

5 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo investigar as propriedades
imunomoduladoras das CTMs de medula 6ssea humana em camundongos Balb/c
submetidos ao modelo experimental de asma alérgica, no momento do transplante,
aos sete e 14 dias apds tratamento. Foi possivel observar a funcionalidade e
confiabilidade do modelo empregado, em todos os momentos investigados e, 0s
efeitos benéficos das CTMs até os sete dias apds o transplante. Contudo, em algum
momento entre sete e 14 dias apos a instilacao intratraqueal de CTMs ocorreu um
declinio dos efeitos anti-inflamatorios, com recorréncia do quadro, 0 que necessitara
um melhor entendimento em futuras investigacoes.

Este estudo se utilizou dos camundongos Balb/c como modelo animal e, a OVA
como alérgeno. As alteracdes nos sinais clinicos que caracterizam a asma dificilmente
sdo observadas nestes animais, o que implicaria em dificuldade na comparacdo com
as manifestagfes clinicas observadas em pessoas com asma. Contudo, o modelo
experimental de asma utilizado permite a investigacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos, objetivo do presente estudo, sendo considerado padrao ouro para
este tipo de investigacdo, como a nossa, na qual se buscou o entendimento de
mecanismos inflamatoérios no processo da asma (SHIN et al., 2009).

A via intratraqueal utilizada para a provocacdo alergénica das vias aéreas
também foi empregada em outros estudos (XIE et al., 2015; Abreu et al., 2017), a qual
simula a exacerbacdo da asma em pessoas quando o alérgeno é inalado (NIALS et
al., 2008). Foi a mesma via de administracdo das CTMs para a avaliacdo da terapia
celular, utilizada com sucesso em estudos prévios (SPAZIANO et al., 2016; URBANEK
et al., 2016). A via intravenosa também é estudada em protocolos semelhantes ao
nosso (OGULUR et al., 2014). A administracdo das CTMs pela via intravenosa faz
com gque a maioria das células seja aprisionada nos pulmdes (KURTZ, 2008), o que
pode ser vantajoso para o tratamento da asma, mas ainda precisa ser melhor
investigado para a ocorréncia de efeito indesejavel como a embolia pulmonar (JUNG
et al., 2013), sendo que a via intratraqueal permite o transplante das células
diretamente no 6rgao afetado.

O transplante xenogénico, tal qual empregado no presente estudo onde se

7z

utiizou CTMs derivadas de medula O0ssea humana, € a escolha de muitos
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pesquisadores que empregam o modelo de asma em camundongos. Sao bem
demonstrados os efeitos positivos pelo sistema imunolégico de animais que sao
tratados com CTMs advindas de outra espécie (BONFIELD et al., 2010; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2014; CHAN et al., 2016).

A eficacia do modelo experimental de asma alérgica utilizado no presente
estudo, foi verificada nos animais que sofreram repetidas exposi¢cdes a OVA durante
as etapas de sensibilizacdo e provocacao alergénica, e que foram eutanasiados no
dia 0. Este foi um cuidado que usualmente ndo se observa em estudos semelhantes
a este, mas que demonstrou a presenca do processo inflamatorio difuso nos animais
gue seriam tratados com CTMs.

A alteracdo que, no presente estudo inicialmente demonstrou a presenca e
persisténcia do processo inflamatério compativel com a asma, foi a maior
concentracdo de células totais no LBA aos sete e 14 dias. Estes resultados
corroboram com o intenso infiltrado inflamatorio no tecido pulmonar nos trés
momentos avaliados. Além disso, a concentragdo aumentada de proteinas no LBA
dos animais com asma em todas as avaliagcdes temporais indica 0 comprometimento
da barreira alvéolo-capilar como resultado do processo inflamatério instalado (VAN
VYVE et al., 1995; HAMSTEN et al., 2016).

A asma alérgica em estado de exacerbacao é caracterizada pelo aumento de
eosindfilos no pulmao (ZHANG et al., 2007), conforme observado no LBA dos animais
no dia 0 e aos sete dias. O recrutamento destas células ocorre pela IL-5, que se
encontra aumentada na resposta inflamatoria tanto no LBA quanto no soro dos
animais com asma avaliados no sétimo dia. Aos 14 dias, os niveis da IL-5 diminuiram
e consequentemente os eosindéfilos também. O padrao eosinofilico representa um
evento importante na asma alérgica e tem sido correlacionado em diversos estudos
com a intensa inflamacé&o nas vias aéreas (OU-YANG et al., 2011; CHO et al., 2014;
GROOT et al., 2015; MOHAMMADIAN et al., 2016).

Uma importante consequéncia decorrente da ativacdo dos eosinofilos no
pulm@o é a producdo aumentada de espécies reativas do oxigénio. Optou-se pela
investigacdo do peroxido de hidrogénio, o qual pode originar o radical hidroxila,
altamente nocivo ao tecido pulmonar (RAHMAN et al., 2006). Os niveis aumentados

do oxidante H202 aos sete dias, sugerem uma das vias pela qual houve a
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intensificacdo dos danos pulmonares observados na avaliacéo histopatolégica (REIS
et al., 2015).

Adicionalmente, as alteracbes teciduais que foram observadas nos animais
investigados, sdo decorrentes também do aumento da producgdo de IL-13, a qual
participa intensamente do processo inflamatério na asma. No presente estudo, houve
aumento significativo desta interleucina proé-inflamatéria no LBA dos animais
submetidos a OVA, observado no dia O e estendeu-se aos sete e 14 dias de avaliagéo.
A IL-13 est4 relacionada a hiperresponsividade das vias aéreas, o que ndo foi medido
neste estudo. No entanto, nas alteracdes do remodelamento pulmonar, para 0s quais
a IL-13 esta envolvida (ERLE; SHEPPARD, 2014), verificou-se o espessamento da
camada muscular lisa, que favorece o0 estreitamento das vias aéreas e
consequentemente a hiperresponsividade (IJPMA et al., 2017). Adicionalmente, os
resultados observados de IL-13 podem ser corroborados com a intensa deposi¢cao de
colageno na regido peribronquiolar observado em todos os tempos avaliados. Esta
alteracdo também contribui para a hiperresponsividade e para o desenvolvimento da
fibrose subepitelial em varias intensidades (CORREN, 2013; KANG et al., 2017). A IL-
13 ainda € responsavel pelas alteracdes no tecido pulmonar relacionadas ao
espessamento e descamacdo do epitélio, bem como a metaplasia caliciforme,
identificados em todos os momentos de avaliacao.

O aumento da quantidade de células caliciformes no dia 0, sete e 14, resultando
na metaplasia da mucosa, inicialmente ocorre para aumentar a producdo de muco
melhorando a depuracdo de células mortas e patégenos das vias aéreas, mas que
resultam em obstrucdo luminal o que, em pessoas, compromete a troca gasosa e
agrava os sinais clinicos de dificuldade respiratoria. Esta € uma caracteristica da asma
reconhecidamente mediada pela IL-4 e IL-13 (COHN et al., 2002), apesar da IL-4 ndo
ter sido investigada no presente estudo. Em doencas crbnicas respiratorias, a
metaplasia mucosa persiste e resulta em obstrucdo das vias aéreas que contribui
significativamente para a morbidade e mortalidade (CURRAN; COHN, 2010; FIRINCI
et al., 2011; ERLE; SHEPPARD, 2014).

Tem sido bastante discutida a participacdo da IL-17A no contexto da asma.
Sendo assim, optou-se por quantifica-la neste estudo. A IL-17A foi identificada em
niveis aumentados no LBA dos animais com asma no dia do transplante (grupo A). A

presenca de IL-17A tem sido reportada no pulméao, escarro, LBA e soro de pacientes
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com asma (MOLET et al., 2001; SONG et al., 2008), e no presente estudo, 0 aumento
da IL-17 juntamente da IL-5 na avaliacédo sete dias ap0s o transplante, possivelmente
ocorreu por uma atividade sinérgica no recrutamento e ativagédo dos eosinofilos (DIAS;
BANERJEE, 2013).

Também houve interesse neste estudo em investigar o TNF-a, mediador
inflamatorio da resposta TH1. No presente estudo, o TNF-a encontrou-se aumentado
no momento do transplante em animais com asma. O TNF-a é uma citocina expressa
em grandes quantidades por mastocitos, e ja foi identificado em concentracdes
aumentadas no LBA das vias aéreas de pacientes com asma. E um importante
guimioatrativo para neutroéfilos e eosindfilos. O TNF-a aumenta o efeito citotoxico dos
eosindfilos nas células endoteliais e também contribui para a hiperresponsividade das
vias aéreas (BERRY et al., 2006).

O tratamento realizado nos animais interferiu significativamente no processo
inflamatorio da asma aos sete dias, o que demonstra os efeitos positivos das CTMs
no modelo experimental de asma alérgica. Houve melhora significativa das alteracfes
observadas na maioria dos critérios avaliados, nos animais tratados em comparac¢ao
aos que nao receberam tratamento.

Sete dias apods o transplante com CTM foi possivel identificar a reducao do
processo inflamatério através da reducdo na quantidade de eosindfilos no LBA
juntamente com niveis mais baixos de IL-5 e IL-17, das proteinas, e
consequentemente, também da producdo do oxidante H20:.

Adicionalmente, o tratamento com as CTMs resultou na reducéo da IL-13 no
LBA, o que esteve associado a melhora dos danos provocados no tecido pulmonar,
que pbde ser observado pela reducdo do infiltrado inflamatério, deposicdo de
colageno, espessamento muscular e epitelial e descamacao do epitélio para o limen
dos bronquiolos. Neste caso, transpondo este tratamento para um possivel paciente
asmatico ainda jovem, pode-se sugerir que o tratamento com CTMs auxiliara no
controle do processo inflamatorio e das alteragdes teciduais decorrentes da asma,
mas também trara beneficio na qualidade da troca gasosa e bem-estar.

O controle do processo inflamatoério parece ser o ponto central dentre os efeitos
obtidos pelo tratamento da asma com as CTM e, pode ser observado ndo somente
pela reducao das interleucinas pro-inflamatorias, mas especialmente por isto ter sido

acompanhado pelo aumento na producéo da interleucina anti-inflamatéria 1L-10 no
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LBA e no soro dos animais tratados. Este resultado evidencia a participacédo das CTMs
na imunomodulacdo na asma e na recuperacédo do tecido pulmonar.

Aos 14 dias apés infusdo de CTMs, os animais apresentaram algumas
alteracbes que retornaram ao quadro da asma, sugerindo que o tratamento nao
permaneceu com toda a eficacia observada no sétimo dia de avaliacdo. Observou-se
0 aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, novo aumento da IL-5 com
a resultante atracdo de eosindfilos para o pulméo dos animais. Com a manutencgao
dos niveis reduzidos da IL-13 e IL-17, o tratamento continuou controlando o dano
tecidual através da reducdo do infiltrado inflamatério, deposicdo de colageno,
espessamento epitelial e descamacdo do epitélio. E ainda, de acordo com os
resultados obtidos aos sete dias, a IL-10 permaneceu inalterada no décimo quarto dia
apos transplante, sinalizando os efeitos benéficos da terapia celular. Contudo, levanta-
se a hipotese de que, no periodo entre o sétimo e décimo quarto dias apds o
transplante de CTMs pode ser necessario uma nova infusdo para o prolongamento

dos efeitos terapéuticos.
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6 CONCLUSAO

O modelo experimental de inflamacdo pulmonar proposto neste estudo
desencadeou a asma alérgica em camundongos Balb/c e manteve-se aos 14 dias.

As CTMs de medula 6ssea humana apresentaram efeitos imunomoduladores
em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma, pelo controle
do processo inflamatdrio e do remodelamento pulmonar principalmente aos sete dias
apo6s tratamento, contudo novos estudos devem investigar a intervencdo com CTMs

antes dos 14 dias apoés o tratamento inicial.
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g ) Intratracheal injection of human mesenchymal stem cells in an acute asthma model
in BALB/c mice

*LM Boldrini Leite*, PV Michelotto Jinior®, 5 Moura®, LGA Capriglione*, AC Senegaglia®, CL Rebelatto®, JAL
Santos’, AL Zanatta® & PRS Brofman®

*Pontificia Universidade Catdlica do Parana, Nicleo de Tecnologia Celular, Curitiba, Brazil

*pantificia Universidade Catélica do Parani, Escola de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterinaria, 53o José dos
Pinhais, Brazil

Mniversidade Federal do Rio Grande do Norte, Morfologia, Natal, Brazil

“Universidade Federal do Parand, Laboratdrio de Metabolismo Celular, Curitiba, Brazil

Objective
To evaluate the effects of the intratracheal injection of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (M5Cs)
in the inflammatory process in an acute asthma model using BALB/c mice.

Materials & methods

This study was approved by the local Ethics Commirtee (n.119.994 and 724). Nine male mice were divided into three
groups: control (C), asthmatics (A) and treated asthmatics (TA). Mice were immunized using an adjuvant-free protocol
of intraperitoneal injections of 10 pg of ovalbumin on days 0, 2, 4, 7, 9 and 10. On days 13, 18 and 21, A and TA groups
received intratracheal instillation of 20 pp of ovalbumin and C received saline. A total of 24 h after the last challenge,
the TA proup was treated with an intratracheal injection of 1« 104 M5Cs, A and C received the same volume of saline.
On the seventh day after transplane, the animals were euthanized. Bronchoalveolar lavage (BAL) finid was collected for
the measurement of protein concentration, while lungs were removed for histopatholopy. Histopathology analysis was
carnied out in 30 randomly selected bronchioles, 15 of each lung, To assess the presence and intensity of the inflammatory
cell infiltrate and remodeling, lung sections were stained with hematoxylin—eosin. Collagen deposition was observed
using Masson Trichrome and evaluation of mucus-producing cells was performed using PAS/Alcian Blue. Evaluations
were semi-quantitative, applying a grading system used to calculate the ratio of inflammation severity according to the
following criteria: thickening of the epithelium and epithelium desquamation, inflammatory infiltration, thickening
of muscle, increased collagen fibers and mucus production. Satistical analysis was performed with ANOVA followed
by Tukey test for multiple comparisons.

Results

The protein concentration in BAL fluid of the A group was higher than in C{0.47 £ 0L01 vs 0.21 £ 0.0] mg/ml of BAL
fluid; p < 0.001), and lower in the TA than in A (0.24£0.02 vs 0.47+0.01 mg/mL of BAL fuid: p < 0.001). Increase in
BAL fluid protein concentration is a sign of pulmonary inflammation and abveolar—capillary barrier disruption. Accord-
ing to histopathological results an epithelial layer thickening was observed inanimals of the A group in comparison with
C(LE7 + 1.0 vs L17 £ (.05 cells/mm?; p < 0.001). Alchough MSC trearment improved this condition, the TA group
showed recovering of epithelial layer architecture in comparison with A (L.23 £ 0.9 vs L.B7 £ 1.0 cells/mm?; p < (L05).
Also the desqunamation shedding of the epithelium in A group was higher than in C {1.30 + L0 0.23 = (.50 cells/mm?;
p < 0L001), decreasing in the TA proup in comparison with A (.74 £ 0,77 vs 1.3 = 1.0 cells/mm?; p < 0.03). Addition-
ally, collagen deposition was higher in group A than in C {187 £ 0.78 vs 1.1 £ 0.35 fibers/mm?; p < 0.001), decreasing
in the TA in comparison with A (1.33 + 0.48 vs L.E7 £ (.78 fibers/mm?; p « 0.03). Bronchiolar muscle layer thickness
wras increased in animals of the A group in comparison with C (151 £ 0.78 vs (140 + 0.56 cellsfmm?; p < 0.001), which
was lower in TA than in A (0.80 + 0.76vs 1.51 £ 0.78 cells/mm?; p < 0.001). Finally, the intensity of the inflammatory
infiltrate as well as the amount of mucus-producing cells did not differ between proups.

Conclusion

The results demonstrated a reduction of inflam matory process in the asthmaric mice 7 days after intratracheal injection
of human M3Cs, mainly concerning airway remodeling, supgesting a potential therapeutic use of MSCs in acute asthma.
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INJECAQ INTRATRAQUEAL DE CELULAS-TRONCO MESENTUIMAIS HUMANAS NO
MODELO DE ASMA AGUDA EM CAMUNDONGOS BALB/C
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Introducdo: & asma & uma doenca inflamatdria cronica caracterizada pela obstrucdo wvaridgvel do fluxo de ar, infiltracdo
eosinofilica pulmonar, secrecdo aumentada de muco e remodelamento das vias aéreas. Os tratamentos convencionais nao
previnem os sintomas. Surge, neste contexto, a terapia celular a partir de células-tronco mesenguimais (CTMs) gue, por meio
de efeitos antiinflamatorios e imunomodulatorios reconhecidos, poderia atuar no processo inflamatorio e minimizar as
alteracdes teciduais decorrentes desta patologia. Objetivo: Avaliar os efeitos da injecdo intratraqueal de CTMs derivadas de
medula dssea humana no processo inflamatario do modelo de asma aguda em camundongos Balb/c. Metodolegia: O projeto
foi aprovado nos Comités de Etica da PUCPR (n® 119.994 e 724). Nove camundongos machos foram divididos em 3 grupos:
Controle (C), asmaticos (A) e asmaticos tratados (AT). Os camundongos foram imunizados utilizando um protocolo livre de
adjuvante, com injecdes intraperitoniais de 10 pg OVA nos dias 0, 2, 4, 7, 9 & 10. Nos dias 15, 18 & 21 os grupos A e AT
receberam instilagdo intratraqueal de 20 pg de OVA e C recebeu salina. Vinte e quatro horas apds o Gltimo dia de desafio, o
grupo AT foi tratado com injegdo intratraqueal de 1x106 CTMs, enguanto A e C receberam o mesmo volume de salina. Mo
sétimo dia apos o transplante, os animais foram eutanasiados. O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado para a dosagem de
proteinas e os pulmies foram retirados para a histopatologia. A andlise histopatologica foi realizada aleatoriamente
selecionando 30 bronquiolos, sendo 15 de cada pulmao. A deposicdo de coldgeno foi observada usando o Tricrdmio de
Masson. As avaliacdes da inflamacdo foram semi-quantitativas, seguindo os critérios: espessamento da camada epitelial e
descamacao do epitélio, espessamento da camada muscular e aumento de fibras colagenas. A andlise estatistica foi realizada
com ANCOWVA seguida do teste de Tukey de multipla comparagdo. Resultados: A concentracdo de proteinas no LBA do grupo A
foi maior que o C (0,47+0,01vs.0,21£0,01ma/mL, p<0,001) & mais baixa no grupo AT em relacdo ao A
(0,24£0,02vs.0,47+0,01ma/mL de LBA, p<0,001). Corroborando com os resultados histopatoldgicos, observamos um
espessamento da camada epitelial no grupo A quando comparados como C (1,87+1,0vs.1,17+0,05 células/mm2, p=0,001).
O grupo AT mostrou recuperacgdo da arguitetura da camada epitelial em comparagdo com o grupo A (1,23+0,9vs.1,87+1,0
celulas/mmz2, p=0,05). A descamacdo do epitélic no grupo A foi maior gue no C (1,30+1,0vs.0,23+0,50células/mm?2,
p=0,001) & houve uma reducdo no grupo AT quando comparado com o A (0,74+0,77vs.1,3£1,0células/mm2, p<0,05). A
deposicdo de coldgeno no grupo & foi maior que no C (1,87+£0,78vs.1,1+0,35fibras/mm32, p<0,001) enquanto no grupo AT
foi menor em comparagdo com A (1,33+0,48vs.1,87+0,78fibras/mmz2, p=0,05). O espessamento da camada muscular dos
bronguiolos aumentou nos animais do grupo A em relagdo ao C (1,51+0,78vs.0,40+0,56células/mm2, p=0,001) sendo
menor no grupo AT quando comparado com A (0,80£0,76vs.1,51+0,78células/mmz2, p<0,001). Conclusdes: Os resultados
demonstraram reducdo do processo inflamatério em camundongos asmaticos, sete dias apds injecdo intratraqueal de CTMs
humanas, principalmente em relacdo ao remodelamento das vias aéreas, sugerindo um potencial terapéutico para as CTMs na
asma aguda.

Palavras-chave: Asma aguda. Remodelamento das vias aéreas . Processo anti-inflamatdrio. Células-tronco mesenquimais.
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Be Controlled with a Single Injection of ®SAGE
Mesenchymal Stem Cells from Human Bone
Marrow up to 14 d After Transplantation
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Abstract

Mesenchymal stem cell (MSC) research has demonstrated the potential of these cells to modulate lung inflammatory pro-
cesses and tissue repair; however, the underlying mechanisms and treatment durability remain unknown. Here, we investi-
gated the therapeutic potential of human bone marrow-derived MSCs in the inflammatory process and pulmonary remodeling
of asthmatic BALB/c mice up to |4 d after transplantation. Our study used ovalbumin to induce allergic asthma in male BALB/c
mice. M5Cs were injected intratracheally in the asthma groups. Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected, and
cytology was performed to measure the total protein, hydrogen peroxide (H,O5), and proinflammatory (IL-5, IL-13, and IL-
17A) and anti-inflammatory (IL-10) interleukin (IL) levels. The lungs were removed for the histopathological evaluation. On
day zero, the eosinophil and lymphochte percentages, total protein concentrations, and IL-13 and IL-17A levels in the BALF
were significantly increased in the asthma group, proving the efficacy of the experimental model of allergic asthma. On day 7,
the MSC-treated group exhibited significant reductions in the eosinophil, lymphocyte, total protein, H,O,, IL-5, IL-13, and IL-
I 7A levels in the BALF, while the IL-10 levels were significantly increased. On day 14, the total cell numbers and lymphocyte,
total protein, IL-13, and IL-17A levels in the BALF in the MSC-treated group were significantly decreased. A significant
decrease in airway remodeling was observed on days 7 and 14 in almost all bronchioles, which showed reduced inflammatory
infiltration, collagen deposition, muscle and epithelial thickening, and mucus production. These results demonstrate that
treatment with a single injection of MSCs reduces the pathophysiological events occurring in an experimental model of allergic
asthma by controlling the inflammatory process up to |14 d after transplantation.
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Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by obstruction of airflow
causing respiratory difficulties at various intensities. Alrways Inflammation has an impor-
tant role in the pathophysiology of asthma. The inflammatory process in the airways pro-
mates significant changes in the respiratory structures called airway remodeling, which
represents a late and permanent response to tissue njury. This review aimed emphasize
the importance of histological evaluation of alrway remodeling in the asthma experimen-
tal model. There are several methods of histopathological analysis available today, but the
implementation of a standardized methodology would help in the damages caused by the
allergens and future assessments of possible therapies used to treat the disease.

Keywords: Asthma; Alrway; Alrway Remodeling; Histological Evaluation

Abbreviations: THZ: T helper 2; IgE: Immunoglobulin E; OVA: Ovalbumin; H&E: Hema-
toxylin & Eosin; PAS: Periodic-Schiff Acid; MT: Masson's Trichrome

Citatbon: Leite LME, Michelotto |r PV,
Moura 5AE, Brofman PRS, Senegaglia
AC. Alrway Remodeling in the Asthma
Model: 1s there Standardization in this
Evaluarion?. Blomed | Sci & Tech Res
15(1)-2019%. BISTR. MSID.002655.

Introduction
Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by collagendeposition,hyperplasiaandsmoothmusclehypertrophy,

obstruction of airflow causing respiratory difficulties at various increased vascularization, basement membrane thickening and

intensities [1]. It represents a major cause of physical disability,
affecting 300 million people worldwide [2]. Airways inflammation
has an important role in the pathophysiology of asthma, which
is characterized mainly by the TH2 type immune response. The
inflammatory process in the airways of individuals with asthma
promaotes significant changes in the respiratory structures, induced
by repeated lesions and repairs [3]. This review aimed emphasize
the importance of histological evaluation of airway remodeling in
the asthma experimental model.

Airway Remodeling

Airway remodeling represents a late and permanent response to
tissue injury, mainly caused by primary irritants. It is characterized
by tissue and cellular changes in the bronchioles, such as increased

epithelial layer and epithelial desquamation, goblet cell metaplasia,
mucus production and hypersecretion [4]. Inflammatory cells
participate ofthis process in different intensities (Figure 1) [5]. Inthe
normal airway, the distribution of collagen and other components
of the extracellular matrix is in equilibrium due to regulation of
synthesis and degradation. In asthma, interruption of homeostasis
results in increased deposition of extracellular matrix, especially
in the reticular lamina, lamina propria and submucosa [6]. Smooth
muscle thickening is primarily responsible for bronchoconstriction
of the airways and persistent airflow obstruction. Muscle layer
thickening may be caused by hyperplasia, hypertrophy or migration
and differentiation of progenitors such as myofibroblasts [7].
Further to the center of the bronchiole is located the epithelium,
which is considered a physical barrier that protects the body

Copyright@ Leite LMB, Michelotto |r PV, Moura SAB, Brofman, PRS, Senegaglia A| Biomed ] 5¢ci & Tech Res| B]STR. M5.1D.002655. 1/4
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Abstract

Asthma is known to induce sirway remodeling, which subsequently promotes pulmonary dysfunction. The aim of this study was to present data on the management,
physiclogical parameters, and anesthetic procedure for using a Balb/c mice asthma model in research. The study was approved by the Ethics Commirtes on Animal
Use of Pontificia Universidade Catilica do Parand. The animals (= = 32) were randomly divided into four groups: Control-A, evalbumin (OVA)-A, Coatrol-B,
and OVA-B. The OVA groups were sensitized with an intraperitoneal injection of a suspension containing 10 pg of OVA on days 0, 2, 4, 7,9 and 10, and airways
were challenged by intratracheal instillation of 2 20 pg OVA suspension on days 15, 18, and 21. On these same days, the control groups received saline. On day
22 (Control-A and OVA-A groups) and on day 29 (Control-B and OVA-B groups), the animals were euthanized in order to investigate the efficiency of the
protocol using histopathological examination. Derailed informarion on the anesthetic protocol and the monitoring of physiological paramerers are presented. Resulrs
demonstrated thar the OVA-A and OVA-B groups exhibired increased inflammatory infilteate, muscle and epithelial thickening, epithelial desquamartion, gobler
cell metaplasia, and collagen deposition in comparison with their respective control groups ( « 0.001). In conclusion, the studied experimental Balb/c mouse maodel
of asthma proved to be effective as it caused the lung semodeling observed in the asthma inflammatory process. Moreover, anesthetic and physiological paramerers,

scarcely described, are demonstrared hese.

Introduction

Asthma is a chronic inflimmatory disease of the airways
characterized by recurrent and variable episodes of airflow obstruction
and bronchial hyperresponsiveness [1]. The disease affects the quality
of life of 300 million individuals of all ages and is considered a problem
worldwide [2].

The inflammatory process within the airways of patients with
asthma induces significant structural changes in the respiratory
architecture, which subsequently promotes pulmonary dysfunction
[3,4]. Therefore, it is important to investigate the pathophysiologic
events responsible for the development of asthma. To this end, the use
of pre-clinical models in research is important.

Different animal species have been used in the study of the
inflammatory processes in the airways such as mice (5], rats [6], guinea
pigs [7], rabbits [8], and horses [9]. In particular, the Balb/c mice used
in our study are isogenic animals that have been used frequently. These
mice have the ability to develop a strong TH2 type immune response,
with specific IgE levels, after allergic sensitization and challenge [10] to
ovalbumin (OVA), which is the current gold standard in small animal
maodels for inducing an immune reaction [1].

In this study, we demonstrate a protocol of an experimental model
of asthma using adjuvant-free OVA in Balb/c mice, with the purpose
of investigating the airway remodeling that occurs in the asthma

Lung Breath |, 2019 doi: 10.15761/LB].1000139

process. Moreover, it is our aim to present detailed data regarding the
management, physiological parameters, and anesthetic procedure for
using Balb/c mice as a model for asthma in research, which are not
often described in research papers.

Materials and methods
Animals

Thirty-two male Balb/c mice, aged 6 to & weeks, were obtained from
the central animal facility at Pontificia Universidade Catdlica do Parand
(PUCPR,) and evaluated in the present study. They were maintained in
collective cages (up to four animals per cage) with dimensions of 30 cm
in length, 20 cm in width, and 13 ¢m in height. They remained under
a light/dark cycle of 12/12h, receiving a diet of CR1 Nuvilab (Quimtia,
Colombo, Brazil) and water ad libitum. Their bedding was made of pine
wood shavings (Inbrasfama, $do José dos Pinhais, Brazil), which was
changed twice weekly.
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