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RESUMO 
 

Introdução: Asma é uma doença crônica, caracterizada pela inflamação e 
remodelamento das vias aéreas, com resposta imunológica do tipo TH2. Pesquisas 
com células-tronco mesenquimais (CTMs) têm demonstrado seu potencial na 
modulação do processo inflamatório pulmonar e no reparo tecidual.                     
Objetivo: Investigar as propriedades imunomoduladoras das CTMs de medula óssea 
humana em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma 
alérgica. Métodos: Noventa camundongos Balb/c machos foram distribuídos 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 

injeções intraperitoneais com 10 g de ovalbumina (OVA) e provocados via 

intratraqueal com 20 g de OVA. Os grupos C, 7C e 14C receberam salina nestes 
procedimentos. Vinte e quatro horas após o último dia de provocação alergênica, 
1x106 CTMs foram administradas via IT nos grupos 7AT e 14AT, enquanto os grupos 
7C, 7A, 14C e 14A receberam apenas salina e os grupos C e A foram submetidos à 
eutanásia. No sétimo dia após o transplante de CTMs, os animais dos grupos 7C, 7A 
e 7AT foram eutanasiados e no décimo quarto dias após tratamento, os grupos 14C, 
14A e 14AT foram submetidos à eutanásia. O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado 
para a dosagem das proteínas totais e do peróxido de hidrogênio (H2O2), avaliação 
citológica total e diferencial e quantificação de interleucinas (IL) pró-inflamatórias 
(TNF-α, IL-5, IL-13 e IL-17) e anti-inflamatória (IL-10). As IL também foram avaliadas 
no soro coletado nos mesmos momentos. Os pulmões foram removidos para 
avaliação histopatológica. Considerou-se diferença estatística resultados com p < 
0,05. Resultados: No dia 0, o grupo A apresentou aumento significativo no percentual 
de eosinófilos, proteínas, IL-13, IL-17 e TNF-α no LBA, em relação ao C. No sétimo 
dia após transplante de CMTs, o grupo 7AT demonstrou redução significativa de 
eosinófilos, proteínas, H2O2, IL-5, IL-13 e IL-17, e aumento da IL-10 no LBA, em 
comparação ao grupo 7A. Além disso, houve diminuição de IL-5 e aumento da IL-10 
no soro dos mesmos animais. No décimo quarto dia após tratamento, o grupo 14AT 
apresentou redução significativa de células, proteínas, IL-13 e IL-17 no LBA, quando 
comparado ao grupo 14A. Neste momento, o percentual médio de eosinófilos no grupo 
14AT foi maior que no 7AT. Na avaliação histopatológica, o grupo A apresentou 
escores mais elevados que o grupo C e o tratamento com CTMs reverteu as 
alterações do remodelamento pulmonar no grupo 7AT comparado ao 7A, e no 14AT 
em relação ao 14A, com diferença estatística nos critérios avaliados: infiltrado 
inflamatório, deposição de colágeno, espessamento epitelial, descamação do epitélio 
e espessamento muscular (não houve diferença estatística apenas entre o 14AT vs. 
14A). Não houve diferença significativa na produção de muco entre 7AT vs. 7A e 14AT 
vs. 14A. Conclusão: As CTMs de medula óssea humana apresentaram efeitos 
imunomoduladores em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de 
asma, pelo controle do processo inflamatório e do remodelamento pulmonar 
principalmente aos sete dias após tratamento. 
 
Palavras-chave: Inflamação, remodelamento pulmonar, células-tronco 
mesenquimais, imunomodulação. 
 
 
 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 
Introduction: Asthma is a chronic disease, characterized by inflammation and airway 
remodeling, with immune response of TH2 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 g of ovalbumin (OVA) and provoked intratracheally 

with 20 g of OVA. C, 7C, and 14C groups received saline in these procedures. 
Twenty-four hours after the last day of allergen provocation, 1x106 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 14th 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 (H2O2) dosage, total and differential cytological 
evaluation, and quantification of proinflammatory (TNF-α, 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-α in BAL 
fluid, in comparison to C. On the seventh day after MSCs transplantation, the 7AT 
group demonstrated significant reduction of eosinophils, proteins, H2O2, 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DEFINIÇÃO, PREVALÊNCIA E GRAVIDADE DA ASMA 

 

Asma é uma doença intermitente ou persistente das vias aéreas, caracterizada 

por episódios recorrentes de obstrução de fluxo de ar e dificuldades respiratórias 

reversíveis (VIJVERBERG et al., 2013). Provoca sintomas como sibilo, dispneia, 

aperto no peito e tosse, associada à inflamação e hiperreatividade das vias aéreas a 

vários agentes broncoconstritores, como alérgenos de fungos anemófilos e epitélio de 

animais (DENNING et al., 2014; MULLANE; WILLIAMS, 2014). 

A asma é considerada uma doença preocupante para a saúde pública, pois tem 

um impacto significativo sobre os indivíduos, suas famílias e a sociedade como um 

todo. Representa uma das principais causas de incapacidade física, afetando 300 

milhões de pessoas em todo o mundo (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2017) e 

estima-se que este número aumentará para 400 milhões em 2025, em decorrência do 

desenvolvimento urbano (TO et al., 2012). 

No Brasil, a estimativa de prevalência corresponde a 10% da população 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011). Apesar do melhor acesso dos pacientes a 

medicamentos fornecidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e pela atuação dos 

profissionais que promovem ações preventivas, a asma gera gastos crescentes para 

a rede pública de saúde. Em 2014, as internações hospitalares registraram um custo 

de R$ 57,2 milhões (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

A gravidade da doença pode variar entre os pacientes, desde o quadro leve, 

com sintomas menos frequentes, até formas graves onde os sintomas são 

persistentes e interferem na qualidade de vida (TAYLOR et al., 2008). Entretanto, 

mesmo os pacientes com a doença leve eventualmente sofrem ataques agudos 

graves, com um rápido comprometimento da função pulmonar, que podem não 

responder a um tratamento regular (MULLANE; WILLIAMS, 2014). 

 

1.2 FATORES DE RISCO DA ASMA 

 

A asma é influenciada por múltiplos fatores, incluindo ambientais, ocupacionais, 

genéticos e alimentares (GLOBAL INITIATIVE FOR ASTHMA, 2015). O controle dos 
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sintomas e a redução dos riscos são importantes para o controle da asma 

(HOLLOWAY et al., 2010). 

Os principais fatores externos são os alérgenos inaláveis, advindos comumente 

de: Partículas fecais de ácaros de poeira doméstica e baratas, antígenos de fungos 

anemófilos (DENNING et al., 2014) e do epitélio de gatos e cães (BAXI;  

PHIPATANAKUL, 2010); Vírus respiratórios, como as infecções causadas pelo vírus 

sincicial respiratório (VSR) nos primeiros anos de vida (BUSSE et al., 2010); Poluentes 

ambientais, como a fumaça de cigarro, e atmosféricos, como o dióxido de nitrogênio 

e o ozônio, podem provocar lesões oxidativas nas vias aéreas que ocasionam a 

inflamação e o remodelamento e aumentam o risco de sensibilização (GUARNIERI;  

BALMES, 2014). 

Diversas substâncias utilizadas no local de trabalho podem provocar o 

desenvolvimento da asma ocupacional. Já foram descritos em torno de 360 agentes, 

com uma média de 12 novos potenciais causadores identificados anualmente. No 

entanto, apenas alguns, como a farinha, látex, sais de persulfato, aldeídos e metais 

representam de 50 a 90% dos casos relatados (VANDENPLAS, 2011). 

No contexto genético, a interação de múltiplos genes tem sido associada a 

diferentes fenótipos da asma em populações de diferentes etnias. Acredita-se que a 

estimativa de herdabilidade da asma varia entre 40 e 60% (BONFIELD; ROSS, 2012). 

Atualmente há uma crescente lista de genes implicados na susceptibilidade da doença 

e sua patogênese, como por exemplo, o ADAM33 que pode estar associado ao 

remodelamento das vias aéreas, devido à sua alta expressão em fibroblastos, 

miofibroblastos e em células musculares lisas. Além disso, estimula a proliferação 

celular e contribui com a angiogênese (TRIPATHI et al., 2014). 

Em outro aspecto estão as alergias alimentares, que podem preceder o 

desenvolvimento de asma e são consideradas fatores de risco para a condição 

persistente. A sensibilização alimentar em lactentes, principalmente ao ovo, está 

associada ao desenvolvimento futuro da asma (CAFFARELLI et al., 2016). As 

crianças com asma e alergia alimentar apresentam risco aumentado de morbidade e 

a manifestação grave da doença, especialmente durante a reação anafilática (FOONG 

et al., 2017). 
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1.3 RESPOSTA IMUNOLÓGICA NA ASMA 

 

Pesquisas dos últimos 30 anos sugerem que a inflamação das vias aéreas 

exerce um papel central na fisiopatologia da asma, orquestrada principalmente pela 

resposta imunológica do tipo T helper (TH) 2 que favorece a produção de 

Imunoglobulina (Ig) E e o recrutamento de eosinófilos. A inflamação está presente em 

várias intensidades desde os pacientes assintomáticos até os que manifestam a forma 

leve ou grave da doença (MULLANE, 2011). 

A hipótese da higiene, que surgiu na década de 80, infere a importância do 

ambiente microbiano no início da vida para o desenvolvimento imunológico adequado. 

Strachan (1989) sugeriu que as infecções virais no início da vida podem inibir o 

desenvolvimento ou patogênese da resposta alérgica, como a asma, pois mudam o 

equilíbrio do sistema imunológico amadurecido em relação a resposta TH1. Esta 

hipótese se propagou como a explicação para o desenvolvimento da alergia e asma 

(FIGUEIREDO et al., 2013). No entanto, a combinação de fatores incluindo o parto 

natural, amamentação, aumento de atividades ao ar livre, dieta e uso correto de 

antibióticos, pode restabelecer o microbioma e reduzir os riscos de doenças alérgicas, 

principalmente no início da vida (BLOOMFIELD et al., 2016). 

 

1.3.1 Fisiopatologia da asma 

 

Os alérgenos quando inalados são capturados pelas células dendríticas, as 

quais se localizam logo abaixo do epitélio das vias aéreas onde estão em constante 

vigilância imunológica aos patógenos inalatórios. Estas células processam o antígeno 

e apresentam em sua superfície os fragmentos peptídicos ligados ao Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (do inglês, Major Histocompatibility Complex - MHC) 

de classe I e II aos receptores de linfócitos T. A sensibilização alérgica e posteriores 

provocações resultam na ativação de células T e transformação para o fenótipo TH2, 

com a produção de interleucinas (IL) como a IL-4, IL-5 e IL-13, responsáveis pela 

amplificação do processo inflamatório (MULLANE, 2011). 

Na reexposição ao antígeno, a reação imediata é desencadeada pela ligação 

cruzada entre antígenos a receptores de IgE presentes na superfície dos mastócitos, 

que sofrem ativação e degranulação e liberam a histamina, Fator de Ativação de 
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Plaquetas (do inglês, Platelet Activating Factor - PAF), prostaglandinas e leucotrienos. 

Os mediadores inflamatórios promovem a vasodilatação, permeabilidade vascular, 

produção de muco e broncoconstrição, responsáveis pelas manifestações clínicas em 

períodos de exacerbação da asma (SILVA, 2008; KUMAR et al., 2010). 

O início da fase tardia começa aproximadamente de quatro a seis horas após 

a exposição ao alérgeno, com a chegada dos leucócitos recrutados (eosinófilos, 

basófilos, neutrófilos, linfócitos e monócitos) através de fatores quimiotáticos e por 

citocinas advindas de mastócitos da fase aguda. A produção de mediadores pode 

ocorrer também por células do endotélio vascular, inflamatórias e epiteliais das vias 

aéreas. Dessa forma, a fase tardia da doença contém mediadores da fase imediata, 

porém com uma inflamação persistente e remodelamento pulmonar incontrolado 

(KUMAR et al., 2010; MURDOCH; LLOYD, 2010) (figura 1). 

 

 
Figura 1 - Resposta imunológica TH2 em vias aéreas de indivíduos com asma. Neste processo 
ocorre a produção de células TH2 e de algumas interleucinas, como a IL-4, IL-5 e IL-13. Estas, 
estimulam a inflamação alérgica e eosinofílica e promovem diversas alterações no epitélio e 
no músculo liso que contribuem para a fisiopatologia da asma (WENZEL, 2012). 

 

1.3.2 Mediadores inflamatórios na asma 

 

Diversos mediadores pró-inflamatórios participam do desenvolvimento da 

asma, incluindo a IL-4, IL-5 e IL-13. Além destas, existem outros mediadores 

inflamatórios, como a IL-1, IL-2, IL-3, IL-9, IL-10, IL-17, IL-25, IL-33 e Fator de Necrose 
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Tumoral (do inglês, Tumor Necrosis Factor - TNF-α), que também participam dos 

eventos da cascata imunológica da asma (MULLANE, 2011). 

A IL-4 atua na diferenciação de linfócitos TH0 em TH2, estimula a produção de 

IgE pelos plasmócitos e potencializa a resposta imunológica. A ativação de mastócitos 

dependentes de IgE é induzida pela IL-4 que atua no desenvolvimento de reações 

alérgicas imediatas. Níveis de mediadores de leucotrieno e seus receptores também 

aumentam pela exposição à esta interleucina (STEINKE, 2004). A IL-4 promove a 

inflamação celular no pulmão pela indução da Molécula de Adesão da Célula Vascular 

(do inglês, Vascular Cell Adhesion Molecule - VCAM) - 1 no endotélio vascular. Por 

meio da interação com VCAM-1, a IL-4 recruta eosinófilos, linfócitos, monócitos e 

basófilos para o local da lesão. Além disso, a IL-4 promove a inflamação eosinofílica 

pela indução da quimiotaxia de eosinófilos (BRUSSELLE et al., 1994). 

A IL-5 desempenha um papel importante na inflamação das vias aéreas. 

Estimula a maturação, proliferação, diferenciação, recrutamento e sobrevivência de 

eosinófilos, retardando a apoptose deste no local da inflamação (GARCIA et al., 2013). 

Promove o aumento do número de eosinófilos na medula óssea (MUKHERJEE; 

ZHANG, 2011). É produzida principalmente por linfócitos TH2, mastócitos e 

eosinófilos. Uma vez recrutados, os eosinófilos degranulam e liberam suas proteínas 

catiônicas para a proteção do hospedeiro contra os alérgenos. Estes produtos são 

tóxicos para o microambiente pulmonar e, além da produção de superóxido, causam 

danos ao microambiente circundante. A eosinofilia tecidual está presente em 

pacientes com asma e é correlacionada com a gravidade da doença (MURDOCH; 

LLOYD, 2010; PATTERSON et al., 2015). 

A produção de IL-13 está associada à sobrevivência e migração de eosinófilos 

e ativação de macrófagos 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 produção e secreção de muco por essas células (KONDO et al., 

2006, ERLE; SHEPPARD, 2014). A IL-13 está associada à hiperresponsividade das 

vias aéreas. Na reparação tecidual, a IL-13 estimula fibroblastos e macrófagos a 

sintetizarem colágeno e contribui para o desenvolvimento da fibrose subepitelial, 

presente em indivíduos com asma em várias intensidades (CORREN, 2013). 

A IL-17 ou IL-17A é uma interleucina pró-inflamatória secretada por linfócitos 

TH17 e está correlacionada à gravidade da asma. Pode ser encontrada em 
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concentração aumentada no pulmão e no sangue de pacientes com asma alérgica. A 

elevada expressão da IL-17 no epitélio pulmonar provoca a produção de quimiocinas 

e infiltração de leucócitos in vivo (SCHNYDER-CANDRIAN et al., 2006). A IL-17 

promove o recrutamento e expansão de neutrófilos nas vias aéreas alérgicas e pode 

ter um efeito negativo sobre a asma alérgica estabelecida (MURDOCH; LLOYD, 

2010). 

O TNF-α, é uma citocina pró-inflamatória TH1, que pode ser secretado por 

diversas células incluindo macrófagos e principalmente mastócitos. Encontra-se em 

níveis elevados no lavado broncoalveolar (LBA) e no escarro de pacientes com asma. 

Atua diretamente no músculo liso das vias aéreas para aumentar a resposta contrátil 

aos espasmógenos (BARNES, 2008). Em indivíduos saudáveis, o TNF-α 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 ação anti-inflamatória. Na resposta alérgica, reduz a expressão 

de eosinófilos e a produção de citocinas e inibe a ativação de mastócitos mediada por 

IgE. Além disso, a IL-10 prejudica a maturação de células dendríticas, e reduz assim 

sua capacidade estimuladora para a indução de células TH1 e TH2 (COUPER et al., 

2008). Vários tipos celulares secretam IL-10, incluindo macrófagos, monócitos, células 

dendríticas e células T. A capacidade de induzir a produção de IL-10 pelas células T 

pode ser desencadeada no momento e no local da exposição ao alérgeno, ou seja, 

quando e onde é necessário, o que torna a indução de IL-10 derivada de células T 

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

 

1.3.3 Remodelamento das vias aéreas 

 

O processo inflamatório instalado nas vias aéreas de indivíduos com asma 

promove alterações estruturais significativas na arquitetura respiratória, induzidas por 

processos repetidos de lesões e reparos (MULLANE, 2011). 

O remodelamento das vias aéreas representa uma resposta tardia e 

permanente à lesão tecidual, provocada principalmente por irritantes primários. É 

caracterizado por modificações teciduais e celulares na região dos bronquíolos, como 

maior deposição de colágeno, hiperplasia e hipertrofia do músculo liso, aumento da 
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vascularização, espessamento da membrana basal e da camada epitelial e 

descamação do epitélio, metaplasia de células caliciformes, produção e hipersecreção 

de muco (HIROTA; MARTIN, 2013). Participam de todo este processo células 

inflamatórias que podem estar presentes em diferentes intensidades (CHO et al., 

2014). 

Na via aérea normal, a distribuição de colágeno e outros componentes da 

matriz extracelular está em equilíbrio devido a regulação da síntese e degradação. Na 

asma, a interrupção da homeostase resulta no aumento da deposição de matriz 

extracelular, principalmente na lâmina reticular, lâmina própria e submucosa (ROYCE 

et al., 2012). Dentre os reguladores que participam deste processo, destaca-se o Fator 

de Crescimento Transformador (do inglês, Transforming Growth Factor - TGF) - β, que 

promove a proliferação celular do músculo liso, a apoptose das células epiteliais e 

suas ações pró-fibróticas, como a proliferação de fibroblastos e síntese de colágeno 

e fibronectina (MOIR et al., 2008). A expressão aumentada de Smad2, proteína de 

sinalização de TGF-β, provoca o espessamento da camada muscular lisa e deposição 

de colágeno após a provocação alergênica (GREGORY et al., 2010). 

O espessamento do músculo liso é o principal responsável pela 

broncoconstrição das vias aéreas e obstrução persistente do fluxo de ar. O 

espessamento da camada muscular pode ser causado por hiperplasia (aumento do 

número de células), hipertrofia (aumento do tamanho da célula) ou migração e 

diferenciação de progenitores como os miofibroblastos (BERAIR et al., 2013). A 

hipertrofia das células do músculo liso foi identificada nas grandes vias aéreas, em 

casos não 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 à provocação alergênica, pode ocorrer o aumento 

na taxa proliferativa das células musculares lisas das vias aéreas, que apresentam 

alterações na expressão de alguns marcadores como o Antígeno Nuclear de 

Proliferação Celular (do inglês, Proliferating Cell Nuclear Antigen - PCNA) (IJPMA et 

al., 2017) e o Ki67 (HASSAN et al., 2010). 

Mais ao centro do bronquíolo está localizado o epitélio, que é considerado uma 

barreira física que protege o organismo contra as influências do ambiente. Sua função 

é dependente da integridade celular e interação das proteínas nos complexos 

juncionais intercelulares, especialmente as Junções Adesivas (do inglês, Tight 
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Junctions - TJ). A falha neste complexo torna o epitélio permeável aos alérgenos e a 

outros agentes para o tecido da via aérea (XIAO et al., 2011). 

Uma característica do epitélio que reveste as vias respiratórias humanas é a 

presença de células que apresentam cílios móveis, revestidos por uma camada de 

muco que possui ação antimicrobiana. A presença do muco é importante para o trato 

respiratório, pois impede que microrganismos se instalem no epitélio (MURPHY et al., 

2010). No caso da asma, devido à metaplasia e hiperplasia das células caliciformes, 

a hipersecreção de muco tem contribuído intensamente para a morbidade e 

mortalidade por esta doença, pois diante de um processo inflamatório, a produção 

aumentada de muco provoca o estreitamento das vias aéreas e asfixia que pode 

resultar em óbito (KONDO et al., 2012). 

Por fim, outro aspecto importante que contribui com a gravidade da asma é o 

estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigênio são derivadas de oxidantes 

endógenos (compostos de mitocôndrias, NADPH e o sistema xantina/xantina oxidase) 

(QU et al. 2017) ou exógenos (gases oxidantes, como o ozônio, dióxido de enxofre, 

dióxido de nitrogênio e partículas em suspensão (SAHINER et al., 2011). A grande 

quantidade de espécies reativas do oxigênio (por ex.: como o ânion superóxido e o 

peróxido de hidrogênio - H2O2) e do nitrogênio (por ex.: óxido nítrico e o nitrito) gera 

um desequilíbrio oxidativo, que potencializa a resposta inflamatória e pode danificar o 

Ácido Desoxirribonucleico (DNA), carboidratos, proteínas e lipídios além de promover 

a apoptose das células epiteliais e a inativação de enzimas antioxidantes (WEDES et 

al., 2009; QU et al. 2017). 

 

1.4 TERAPIA CELULAR 

 

Os medicamentos disponíveis para o tratamento da asma são responsáveis 

principalmente pela inibição das reações inflamatórias e promovem diferentes graus 

de alívio dos sintomas. Entretanto, não revertem as alterações decorrentes do 

remodelamento das vias aéreas e, além disso, o uso prolongado pode causar efeitos 

adversos ou tornar os pacientes refratários ao tratamento (TAYLOR et al., 2008). 

Diante desse cenário, torna-se importante a busca por novas estratégias terapêuticas 

que controlem os eventos fisiopatológicos envolvidos na asma (HIROTA; MARTIN, 

2013). 
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Neste contexto, as células-tronco mesenquimais (CTMs) têm despertado 

grande interesse na medicina regenerativa, por suas propriedades biológicas e 

atividades imunomodulatórias (SHARMA et al., 2014). São células adultas, 

multipotentes e apresentam efeitos imunossupressores reconhecidos. Podem migrar 

para o local de lesão tecidual e atuar na modulação da resposta inflamatória (UCCELLI 

et al. 2006; HAN et al., 2011). Podem ser encontradas em diversas fontes como 

sangue de cordão umbilical (BIEBACK et al., 2004), tecido adiposo (ZUK et al., 2001), 

polpa dental (GRONTHOS et al., 2002) e medula óssea (HORWITZ et al., 1999), onde 

participam da homeostase tecidual, formando novas células em resposta ao 

repovoamento celular fisiológico ou a uma lesão (AMORIN et al., 2012; 

GOLDENBERG; CARVALHO, 2012). 

As CTMs humanas são definidas de acordo com três critérios mínimos 

estabelecidos pela International Society for Cellular Therapy (DOMINICI et al., 2006): 

Aderência ao plástico quando mantidas em cultura; expressão dos marcadores de 

superfície dos Grupos de Diferenciação (do inglês, Cluster of Differentiation - CD)105, 

CD73 e CD90 e ausência de CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79α ou CD19 e HLA-

DR quantificados por citometria de fluxo; e capacidade de se diferenciar nas linhagens 

osteogênica, adipogênica e condrogênica in vitro. 

As CTMs são consideradas pouco imunogênicas, devido à baixa expressão de 

MHC de classe II e de moléculas co-estimulatórias na superfície celular e podem ser 

administradas de forma autóloga, alogênica ou xenogênica (HAN et al., 2011). Além 

disso, as CTMs secretam diversos fatores bioativos que suprimem o sistema 

imunológico local e interferem em processos importantes envolvidos na reparação 

tecidual (CAPLAN; DENNIS, 2006). 

As CTMs podem participar de diversas vias da resposta imunológica inata e 

adaptativa. Afetam a proliferação de linfócitos T e a secreção de interferon (IFN) - γ 

por estas células (SPAGGIARI et al., 2008). Inibem a proliferação, diferenciação e 

quimiotaxia de células B (CORCIONE et al., 2006) e promovem o aumento na 

proliferação de linfócitos T Regulatórios (TRegs). Interferem na maturação de células 

dendríticas e impedem que células natural killers (NKs) se tornem citotóxicas e liberem 

IFN-γ e TNF-α, produzindo efeitos citotóxicos (DE MIGUEL et al., 2012). 

O efeito imunossupressor das CTMs é mediado pela interação célula-a-célula 

e pela secreção de fatores solúveis, dentre eles: Prostaglandina (PG) E2 (HSU et al., 
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2013), Fator de Crescimento de Hepatócito (do inglês, Hepatocyte Growth Factor - 

HGF) (BAI et al., 2012), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) (HE et al., 2015), TGF-β 

(XU et al., 2014), Oncostatina (do inglês, 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 Colônia de Granulócitos (do inglês, Granulocyte-Colony Stimulating 

Factor - G-CSF) (TANG et al., 2015). Os fatores bioativos suprimem o sistema 

imunológico local, promovem o aumento da angiogênese e da mitose, inibição da 

fibrose e estimulam a diferenciação, processos importantes na reparação tecidual 

(CAPLAN; DENNIS, 2006; HAN et al., 2011). 

 

1.4.1 Modelo experimental de asma 

 

Os modelos pré-clínicos têm sido amplamente empregados na busca da 

compreensão dos eventos fisiopatológicos responsáveis pelo desenvolvimento da 

asma (GUALDI et al., 2010). Vários aspectos dessa doença complexa têm sido 

investigados de forma experimental, e com isso espera-se que um maior avanço nesta 

área facilite o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas efetivas. 

Diferentes espécies animais são utilizadas na avaliação do processo 

inflamatório 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. São animais 

isogênicos que desenvolvem uma forte resposta imunológica TH2 com níveis 

aumentados de IgE após exposição à ovalbumina (OVA), padrão-ouro em animais de 

laboratório (SHIN et al., 2009; MULLANE; WILLIAMS, 2014). 

Os modelos experimentais de asma em camundongos não reproduzem 

exatamente a doença humana, pois os sinais clínicos não são passíveis de 

investigação. Os modelos animais auxiliam no entendimento dos mecanismos 

fisiopatológicos subjacentes à asma e na identificação de novos alvos para 

intervenções terapêuticas e tratamentos potenciais (KUMAR et al., 2016). 

O tratamento da asma experimental com CTMs tem demonstrado a 

participação destas no reparo tecidual. Entende-se que os efeitos imunomodulatórios 

parácrinos sejam responsáveis pela melhora do processo inflamatório 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 (g) de OVA + 2 miligramas (mg) de 

hidróxido de alumínio. O transplante de 5x105 CTMs derivadas de sangue de cordão 

umbilical humano ocorreu pela veia lateral da cauda dos animais, antes do início da 

provocação alergênica. As vias aéreas foram provocadas pela via intranasal (IN) com 

50 g de OVA. A avaliação da hiperresponsividade aconteceu no dia 32 e as demais 

análises ocorreram no dia 33. As CTMs atenuaram significativamente a 

hiperresponsividade das vias aéreas e o infiltrado eosinofílico no LBA, reduziram os 

níveis séricos de IgE e IgG1 e as interleucinas TH2 no tecido pulmonar e no baço. 

Entretanto, houve aumento da porcentagem de células T reg. Estes resultados 

sugerem que o tratamento com CTMs xenogênicas reduziu a inflamação 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 g de 

OVA + 0,8 mg de hidróxido de alumínio. A provocação alergênica foi realizada via 

inalatória (IH) com 2% de OVA. A infusão de 1x106 CTMs obtidas da Geleia de 

Wharton de cordão umbilical humano ocorreu pela veia lateral da cauda. A avaliação 

da hiperresponsividade das vias respiratórias aconteceu no dia 29 e as demais 

análises no dia 30 (9 dias após transplante). No grupo tratado houve diminuição 

significativa do infiltrado de eosinófilos e linfócitos no LBA e concentração de IL-5 em 

sobrenadante de culturas de esplenócitos. Houve redução relativa da 

hiperresponsividade das vias aéreas. Esses dados sugerem que as CTMs 

xenogênicas suprimiram os sintomas da asma e o efeito imunomodulador resultou da 

supressão da resposta TH2. 

A pesquisa realizada por Ogulur et al. (2014) utilizou camundongos Balb/c. Os 

animais foram sensibilizados via IP com 10 g de OVA + hidróxido de alumínio e 

provocados por exposição a aerossol com 1% de OVA. O tratamento foi realizado 

com 2,5 x105 CTMs de medula óssea de camundongo pela veia lateral da cauda. As 

avaliações ocorreram 14 dias após transplante. Os resultados demonstraram redução 

significativa das alterações histopatológicas incluindo membrana basal, epitélio, 

músculo liso e hiperplasia de células caliciformes nas vias aéreas e migração 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 alogênicas migraram para o tecido pulmonar e suprimiram as alterações 

histopatológicas 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 

avaliações ocorreram em três momentos diferentes: Dia 0, 7 ou 14 após o tratamento 

com CTMs de medula óssea humana. Nesse cenário, levantou-se a hipótese de que 

as CTMs poderiam controlar a resposta inflamatória 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 óssea 

humana em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma 

alérgica. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Validar um modelo experimental de inflamação pulmonar compatível com a 

asma alérgica em camundongos Balb/c; 

• Avaliar o remodelamento das vias aéreas; 

• Caracterizar as subpopulações de células inflamatórias no LBA; 

• Avaliar a participação de mediadores da inflamação na asma alérgica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório Experimental de Cultivo Celular e no 

Laboratório de Diagnóstico e Cirurgia Experimental do Núcleo de Tecnologia Celular 

da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR) e obteve financiamento pela 

Fundação Araucária na Chamada Universal nº 05/2011, parecer nº 22701. Os 

experimentos iniciaram após aprovação pelos Comitês de Ética da PUCPR: Comitê 

de Ética em Pesquisa (CEP) - nº 04425212.6.0000.0020 e Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) - nº 724.  

 

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Estudo experimental controlado e randomizado, que consistiu das etapas 

apresentadas na figura 2: 

 
Figura 2 - Delineamento do estudo: Obtenção e caracterização das células-tronco 
mesenquimais de medula óssea humana e avaliação da terapia celular em modelo 
experimental de asma. CTMs: Células-tronco mesenquimais; LBA: Lavado broncoalveolar; 
H2O2: Peróxido de hidrogênio. 
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3.2 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA MEDULA ÓSSEA HUMANA 

 

3.2.1 Obtenção da medula óssea humana 

 

Foram utilizadas células mononucleares isoladas a partir de 5 mL de medula 

óssea humana, obtidas de quatro pacientes portadores de cardiomiopatia dilatada, 

envolvidos na pesquisa clínica “Tratamento autólogo de células mesenquimais 

cultivadas e expandidas no tratamento da cardiomiopatia isquêmica grave e refratária” 

- CEP: nº 0005710/12 e Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP): nº 

0378.0.084.000-09. Não foram incluídas medulas de pacientes portadores de doenças 

infecciosas e/ou neoplásicas malignas ou em tratamento de radioterapia e/ou 

quimioterapia, e ainda, aqueles que não consentissem livremente em participar da 

pesquisa. 

 

3.2.2 Isolamento e cultivo das CTMs humanas 

 

O material medular coletado na Irmandade Santa Casa de Misericórdia de 

Curitiba foi transportado para o Laboratório Experimental de Cultivo Celular da 

PUCPR, onde foi realizado o isolamento das células mononucleares da medula óssea 

humana, bem como o cultivo e caracterização das CTMs, conforme descrito por 

Rebelatto et al. (2008). 

O volume de medula óssea coletado foi diluído em meio Dulbecco modificado 

por Iscove (Iscove's Modified Dulbecco's Medium - IMDM) (catálogo:12200-036, Gibco 

Invitrogen, Carlsbad, USA), na proporção de 1:2, e colocado sob o gradiente de 

densidade Histopaque (cat.: 10771, Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil) a 1,077 g/mL. 

Após centrifugação 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 hemácias 

foram lisadas com 5 mL de tampão hemolítico por 5 min a 37ºC e novamente 

centrifugadas. 

Após contagem em câmara de Neubauer (Boeco Germany, Hamburg, 

Alemanha), 1x107 células mononucleares foram transferidas para frascos de 75 cm2 

(TPP, Trasadingen, Suíça), armazenados em incubadora (Thermo Forma, São Paulo, 

Brasil) aquecida a 37ºC, com 5% de tensão de dióxido de carbono (CO2) 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 antibióticos 

penicilina e estreptomicina (cat: 15140-122, Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA). As 

culturas foram monitoradas em microscópio invertido CK40 (Olympus, São Paulo, 

Brasil), três vezes por semana, permitindo assim o acompanhamento visual do 

processo de adesão e proliferação celular. 

 

 
Figura 3 - Isolamento de células mononucleares de medula óssea humana. Após 
centrifugação com o gradiente Histopaque, ocorreu a separação da amostra pela densidade: 
Plasma e meio, células mononucleares, histopaque, e hemácias e granulócitos. 

 

Aproximadamente no quinto dia após 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 confluência, as células foram 

dissociadas pela ação da tripsina-EDTA 0,25% (cat: 25200-072, Gibco Invitrogen, 

Carlsbad, USA) e expandidas para o dobro ou triplo do número de frascos de 75 cm2.  

As CTMs permaneceram em cultivo até a obtenção do número de células para 

o transplante, que ocorreu entre as passagens (P) 3 e 5. Neste momento foi realizada 

a caracterização celular por citometria de fluxo. O excedente de CTMs foi submetido 
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à criopreservação 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 os 

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 

1x106 células. As células foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos (min), com freio 

e aceleração, à temperatura ambiente (T.A.) e incubadas com os anticorpos 

conjugados com Isocianato de Fluoresceína (do inglês, Fluorescein Isothiocyanate - 

FITC), Ficoeretrina (do inglês, Phycoerythrin - PE), Ficoeritrina e Cianina (do inglês, 

Phycoerythrin and the Cyanine Dye Cy5 - PE-Cy5) e Aloficocianina (do inglês, 

Allophycocyanin - APC) e com o corante vital 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD) por 30 

min, na ausência de luz, à T.A. As células foram novamente centrifugadas com 500 

microlitros (L) de tampão fosfato salina (do inglês, Phosphate Buffered Saline) (cat: 

20012-027, Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA) a 400 g por 10 min. As células foram 

ressuspendidas em 300 L de PBS com 1% de paraformaldeído (cat: P6148, Sigma-

Aldrich, São Paulo, Brasil). As amostras foram adquiridas no Citômetro de Fluxo BD 

FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, USA) e analisadas pelo software FlowJo 

v8.0.2 (Tree Star, Ashland, USA). Os resultados são expressos em porcentagem (%) 

(quadro 1). 
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Quadro 1 - Marcadores de células-tronco mesenquimais 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 Catálogo Fabricante 
Diluição   

anticorpo: amostra 

Controle isotípico  FITC 555748 BD Pharmingen 1:20 

Controle isotípico  PE 555787 BD Pharmingen 1:20 

Controle isotípico  PE-Cy5 555750 BD Pharmingen 1:20 

Controle isotípico  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 Cy5; 
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 padrão - DP: 0,98), 

provenientes do biotério da PUCPR. 

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

dimensões de 30 centímetros (cm) de comprimento, 20 cm de largura e 13 cm de 

altura. A caixa era forrada com uma camada de cepilho (Inbrasfama, São 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 ração CR1 Nuvilab (Quimtia, Colombo, Brasil) e água ad 

libitum. 
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3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE INDUÇÃO À ASMA E TERAPIA CELULAR 

 

O modelo experimental de indução à asma utilizado neste estudo foi adaptado 

de Xisto et al. (2005), o qual utilizou a OVA (cat: A5503, Sigma-Aldrich, São Paulo, 

Brasil) como alérgeno. Todas as intervenções foram realizadas por um único médico 

veterinário durante todo o período do estudo, a fim de se obter padronização na 

execução dos métodos. 

Resumidamente, os animais dos grupos A, 7A, 7AT, 14A e 14AT foram 

sensibilizados com 10 g de OVA em 100 L de solução fisiológica via IP, nos dias 0, 

2, 4, 7, 9 e 10. As vias aéreas destes animais foram provocadas com 20 g de OVA 

em 20 L de solução fisiológica administradas por via intratraqueal (IT), nos dias 15, 

18 e 21. Nestes procedimentos, os grupos C, 7C e 14C receberam apenas solução 

fisiológica nos mesmos volumes. No dia 22, os animais dos grupos C e A foram 

eutanasiados, enquanto os grupos 7C, 7A, 14C e 14A receberam infusão de solução 

fisiológica via IT e os animais dos grupos 7AT e 14AT foram transplantados com 1x106 

CTMs em 20 L de solução fisiológica pela mesma via. No dia 29 (sete dias após 

tratamento), os grupos 7C, 7A e 7AT foram submetidos à eutanásia. Os animais dos 

grupos 14C, 14A e 14AT foram eutanasiados no dia 36 (14 dias após tratamento). 

(figura 4). 
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Figura 4 - Etapas do modelo experimental de indução à asma e avaliação pós-tratamento de 
células-tronco mesenquimais humanas em camundongos Balb/c: Sensibilização (dias 0-10), 
provocação alergênica (dias 15-21), transplante (dia 22) e eutanásia (dias 22, 29 e 36). A 
avaliação 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 administrações intratraqueais da provocação alergênica, transplante, coleta 

de sangue e LBA ocorreram mediante anestesia com 100 mg/kg cloridrato de 

ketamina 5% (König, Santana de Parnaíba, Brasil) associado a 10 mg/kg de cloridrato 

de xilazina 2% (Vetbrands, Paulínia, Brasil). A fim de evitar a redução na temperatura 

corporal durante a anestesia, os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre 

uma cama aquecida (Master Digital SA-300; Ch@mpion Eletronics, Porto Alegre, 

Brasil). Uma pequena incisão (aproximadamente 1 cm) na pele foi realizada sobre a 

região cervical ventral mediana (sobre a traqueia), no sentido crânio-caudal. Os 

músculos cervicais ventrais foram divulsionados e após a identificação da traqueia as 

soluções (provocação alergênica: solução fisiológica ou OVA / transplante: solução 

fisiológica 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. Aplicação anestésica via intraperitoneal em 
camundongos Balb/c. B. Exposição da traqueia para administração intratraqueal. C. 
Administração intratraqueal. D. Recuperação anestésica em cama aquecida para suporte na 
temperatura corporal. 

 

3.5 LBA E SORO: COLETA E PROCESSAMENTO 

 

Momentos antes da eutanásia foi realizada a coleta de sangue e LBA para 

avaliação da terapia celular O sangue foi coletado via punção intracardíaca (0,5 a 1 

mL) e transferido para um microtubo estéril. Para obtenção do soro, o sangue foi 

acondicionado em estufa (Nova Ética, São Paulo, Brasil) aquecida a 37ºC por 30 min, 

a 4ºC 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 -20ºC, para posterior 

avaliação das interleucinas. 

O LBA foi obtido imediatamente após a coleta do sangue dos animais. Em 

seguida, a traqueia foi exposta (conforme descrito na seção modelo de indução à 

asma e avaliação da terapia celular) e nela foi introduzido um cateter intravenoso 18 

G (Solidor, Osasco, Brasil), por onde foi administrado, lentamente, três vezes o volume 

de 1 mL de solução fisiológica. O LBA recuperado foi transferido para microtubos que 

foram centrifugados a 300 g por 8 min a 4ºC (MUEHLMANN et al., 2010). O 

sobrenadante foi separado em alíquotas e armazenado a -20ºC para a determinação 

A B 

C D 
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de proteínas totais, H2O2 e interleucinas. O pellet celular foi ressuspendido em PBS 

para a avaliação citológica total e diferencial. Foram excluídas do estudo amostras 

que continham sangue no LBA. 

 

3.5.1 Avaliação citológica total e diferencial do LBA 

 

A contagem total de células do LBA foi realizada em câmara de Neubauer e os 

resultados são demonstrados em número de células totais x104 / mL de LBA. 

Para a avaliação citológica diferencial, foram preparadas lâminas com 10 L do 

pellet celular coradas pela técnica de Romanowski (cat.: COH06, Newprov, Pinhais, 

Brasil). Foram contadas 200 células em aumento de 1000x no microscópio óptico 

Olympus CX41 (Olympus, São Paulo, Brasil). 

 

3.5.2 Concentração de proteínas totais no LBA 

 

A concentração de proteínas totais presentes no LBA foi mensurada pelo 

método de Bradford (1976), que utiliza o reagente Coomassie Brilliant Blue. A emissão 

da fluorescência foi detectada no filtro de 595 nm em leitora de microplaca (Nova 

Analítica, São Paulo, Brasil) e os resultados são apresentados como g/mL. 

 

3.5.3 Detecção de H2O2 no LBA 

 

A presença de H2O2 no LBA foi avaliada com o kit Amplex Red (cat: A22188, 

Invitrogen, Eugene, EUA), conforme recomendação do fabricante. A emissão da 

fluorescência foi detectada no filtro de 580 nanômetro (nm) em leitora de microplaca 

e os resultados são demonstrados em micromolar (M). 

 

3.5.4 Quantificação de interleucinas no LBA e no soro 

 

A concentração das interleucinas pró e anti-inflamatória no LBA e no soro foi 

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

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

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

 
Quadro 2 - Interleucinas anti e pró-inflamatórias avaliadas no LBA e no soro dos animas. 

Interleucina Atividade Catálogo Fabricante 

IL-5 Pró-inflamatória 558302 BD Bioscience 

IL-13 Pró-inflamatória 558349 BD Bioscience 

IL-17A Pró-inflamatória 560283 BD Bioscience 

TNF- Pró-inflamatória 558299 BD Bioscience 

IL-10 Anti-inflamatória 558300 BD Bioscience 

IL: Interleucina; TNF: Tumor necrosis fator- 

 

 

3.6 PULMÕES: COLETA E AVALIAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS 

 

Após coleta dos materiais biológicos, foi realizada a eutanásia 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 pulmões foram cuidadosamente retirados da cavidade torácica 

e lavados em solução fisiológica para a remoção do sangue presente na superfície. 

Algumas amostras de pulmão foram armazenadas a -20º para futuros estudos. Os 

demais pulmões foram acondicionados em frascos contendo formalina tamponada a 

10% (Biotec, Pinhais, Brasil) por no mínimo 48 horas. Após este período os pulmões 

inteiros foram transferidos para cassetes e encaminhados ao Laboratório de Patologia 

Experimental da PUCPR para serem processados por técnicas histológicas. O 

remodelamento das vias aéreas foi avaliado através de cortes histológicos 

pulmonares corados com Hematoxilina & Eosina (do inglês, Hematoxylin and Eosin - 

H&E), ácido Periódico-Schiff (do inglês, Periodic acid-Schiff - PAS) e tricrômio de 

Masson (TM). 

 

3.6.1 Avaliação do músculo liso, epitélio de revestimento e infiltrado inflamatório 

 

A coloração com H&E permite avaliar a morfologia pulmonar, a presença e 

intensidade de infiltrado inflamatório na região peribronquiolar e área adjacente, o 
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espessamento do músculo liso e as alterações no epitélio de revestimento, com 

ênfase na descamação celular para o lúmen dos bronquíolos. 

A técnica aplicada consistiu da desparafinização dos cortes histológicos em 

xilol (Labmaster, Pinhais, Brasil) aquecido por 5 min (três vezes), hidratação em álcool 

99% (Labmaster, Pinhais, Brasil) por 1 min (três vezes) e lavagem em água corrente 

por 5 min. Os cortes pulmonares foram corados com Hematoxilina de Harris              

(cat.: 620503, Laborclin, Pinhais, Brasil) por 8 min, lavados novamente em água 

corrente por 5 min, corados com Eosina (CAS 17372-87-1, Nuclear, Diadema, Brasil) 

por 6 min e lavados novamente em água corrente. Os cortes foram desidratados em 

álcool 95%, 99% (três vezes) e xilol (três vezes) por 1 min cada. Para finalizar as 

lâminas foram seladas com resina adesiva Histolan (Labmaster, Pinhais, Brasil) e 

lamínula de vidro Clean Slide (cat.: EP-51-30194, EasyPath, São Paulo, Brasil). 

 

3.6.2 Avaliação da distribuição de células caliciformes e produção de muco 

 

A coloração com PAS, sem digestão enzimática, proporciona a identificação do 

muco produzido pelas células caliciformes. 

Inicialmente foi realizada a desparafinização e hidratação dos cortes 

histológicos. Em seguida, foram lavados em água destilada e colocados no ácido 

periódico a 1% (cat.: T146-05, J.T. Baker, Phillispsburg, USA) por 20 min. Os cortes 

foram lavados novamente em água destilada (por três vezes) e então expostos ao 

reativo de Feulgen - fuccina básica (C.I. 42510, Nuclear, Diadema, Brasil), por 30 min, 

a 4ºC. Em seguida foram lavados em água corrente por 10 min (duas vezes) e por 

mais 5 min após a substituição da água. Os cortes foram corados com Hematoxilina 

de Harris por 6 min e lavados por 10 min em água destilada. Por fim, os cortes foram 

desidratados e as lâminas foram seladas com resina adesiva Histolan e lamínula de 

vidro. 

 

3.6.3 Avaliação da deposição de colágeno 

 

A coloração com TM demonstra a deposição de colágeno na região 

peribronquiolar. Para a realização desta técnica foi utilizado o kit comercial Tricrômio 
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de Masson (cat. EP-11-20013, EasyPath, São Paulo, Brasil) conforme instruções do 

fabricante. 

Resumidamente, as lâminas foram desparafinizadas em xilol por 5 min (duas 

vezes), hidratadas em álcool 99% por 1 min (duas vezes), 95% e 70% por 1 min cada, 

e lavadas em água destilada por 5 min. Em seguida, os cortes histológicos foram 

incubados com uma solução contendo de hematoxilina férrica de Weiger por 10 min, 

lavados com água destilada, incubados com fucsina por 4 min, lavados novamente 

em água destilada, incubados com ácido fosfomolíbdico por 5 min e azul de anilina 

por 5 min. As lâminas foram lavadas em água destilada e desidratadas em álcool por 

1 min 95% (três vezes), 99% por 1 min (duas vezes) até o xilol por 5 min (duas vezes). 

Por fim, as lâminas foram seladas com resina adesiva Histolan e lamínula de vidro. 

 

3.6.4 Análise histopatológica 

 

Imagens de trinta bronquíolos (quinze de cada pulmão), selecionados 

aleatoriamente a partir dos cortes histológicos, foram capturadas pela câmera digital 

DP25 (Olympus, São Paulo, Brasil) acoplada ao microscópio óptico CX41 (Olympus, 

São Paulo, Brasil). As imagens foram adquiridas pelo software DP2-BSW (Olympus, 

São Paulo, Brasil) em dois aumentos: 200x e 400x. 

Dois pesquisadores avaliaram a presença e intensidade da inflamação 

pulmonar por meio de análises semi-quantitativas, utilizando um sistema de escores 

adaptado de Sun et al. (2012). 

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

analisados de acordo com o quadro 3: 
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Quadro 3 - Avaliação da presença e intensidade da inflamação pulmonar em cortes 
histológicos corados com hematoxilina & eosina e tricrômio de Masson, utilizando um sistema 
de escore (adaptado de: SUN et al., 2012). 

Ausente (grau 0) 
Intensidade: 0% 
Características:  

• Ausência de inflamação detectável; 

• Bronquíolo saudável com arquitetura preservada; 

• Fibras colágenas de acordo com a normalidade. 

Leve (grau 1) 
Intensidade: 1-33%  
Características: 

• Inflamação leve; 

• Infiltrado com reduzido número de células inflamatórias; 

• Leve aumento na deposição de colágeno na região peribronquiolar; 

• Espessamento discreto da camada epitelial e muscular; 

• Pouca descamação do epitélio. 

Moderado (grau 2) 
Intensidade: 34-66% 
Características: 

• Inflamação moderada; 

• Regiões com infiltrado inflamatório mais disseminado, com moderado número de 
células inflamatórias; 

• Presença aumentada de colágeno circundando o bronquíolo; 

• Músculo liso e epitélio mais espessos; 

• Presença de células destacadas no lúmen do bronquíolo. 

Intenso (grau 3) 
Intensidade: 67-100% 
Características: 

• Inflamação intensa;   

• Remodelamento pulmonar apresentando alterações estruturais significativas; 

• Região peribronquiolar difusa, com intenso número de células inflamatórias e 
acentuada deposição de colágeno; 

• Espessamento significativo na camada epitelial e muscular lisa; 

• Descamação frequente do epitélio. 

 

A produção de muco foi estimada pela presença de células positivas para a 

coloração com PAS nos cortes pulmonares, a partir da sobreposição de um círculo 

dividido em oito regiões com ângulos centrais congruentes, avaliação adaptada de 

Firinci et al. (2011) (figura 6). 
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Figura 6 - Avaliação da produção de muco nos bronquíolos. As células coradas em rosa foram 
estimadas a partir da sobreposição de um círculo dividido em oito regiões com ângulos 
centrais congruentes (adaptada de FIRINCI et al., 2011). Aumento: 400x 

 

Cada região corresponde a 12,5% do círculo. A soma das áreas marcadas 

positivamente foi categorizada de acordo com o sistema de escore mencionado no 

quadro 3. 

 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para averiguar a distribuição de normalidade das variáveis quantitativas foi 

aplicado o teste de D’Agostino. Para os dados paramétricos em condição de 

normalidade (células totais, diferencial de células inflamatórias, proteínas, H2O2 e 

interleucinas) utilizou-se o teste t de student para comparar as médias entre os grupos 

C vs. A e 7AT vs. 14AT, e one-way ANOVA seguido de Tukey para os grupos 7C 

vs.7A. vs. 7AT e 14C vs.14A. vs. 14AT. Os valores estão expressos em média ± desvio 

padrão. 

Na análise histopatológica utilizou-se os testes não-paramétricos de Mann-

Whitney na comparação entre os grupos C vs. A e 7AT vs. 14AT e Kruskal-Wallis 

seguido do teste de Dunn para as múltiplas comparações post-hoc para os grupos 7C 

vs.7A. vs. 7AT e 14C vs.14A. vs. 14AT. Resultados estão expressos em média ± erro 

padrão. As análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 

versão 5.03 para Windows (GraphPad, La Jolla, USA). Considerou-se significância 

resultados com p < 0,05 em todas as avaliações realizadas. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS CTMS DA MEDULA ÓSSEA HUMANA 

 

As primeiras colônias de CTMs, obtidas a partir de cada amostra de medula 

óssea humana, foram observadas aderidas aos frascos em torno do quinto dia após 

o isolamento. Em cultivo, as CTMs apresentaram morfologia fibroblastóide. Quando 

as culturas atingiram aproximadamente 90% de confluência, as células foram 

dissociadas por ação da enzima tripsina 0,25% e replaqueadas em mais frascos, até 

a P3 (figura 7). 

 
Figura 7 - Células-tronco mesenquimais de medula óssea humana, cultivadas até a 
passagem 3. Cultura com 90% de confluência. As células apresentam aderência ao plástico 
e morfologia fibroblastóide (seta). Aumentos: 100x (A) e 400x (B). 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA DAS CTMS 

 

As CTMs isoladas da medula óssea 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 padrão dos resultados obtidos revelou alta expressão de 

CD29 (94,6%), CD73 (96,0%), CD90 (96,1%), CD105 (91,8%) e CD166 (90,6%) e 

baixa expressão dos marcadores HLA-DR (2,3%), CD14 (1,3%), CD19 (1,2%), CD34 

(1,4%) e CD45 (1,5%) (tabela 1, figuras 8 e 9). 

 

Tabela 1 - Expressão dos marcadores de membrana das células-tronco mesenquimais de 
medula óssea humana. Média e desvio padrão. Resultados expressos em porcentagem (%). 

 

  Marcadores de superfície positivos (%) 

    CD29+ CD73+ CD90+ CD105+ CD166+ 

A
m

o
s
tr

a
s
 

1 97,5 99,0 97,5 97,6 94,1 

2 96,7 96,8 95,5 93,2 93,8 

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 superfície negativos (%) 

  HLA-DR+ CD14+ CD19+ CD34+ CD45+ 

A
m

o
s
tr

a
s
 1 5,5 3,9 3,8 4,8 4,1 

2 1,1 0,6 0,6 0,2 0,7 

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 padrão; 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 óssea. Dados em histogramas: Em vermelho está representado o 
controle isotípico e em azul os marcadores CD29, CD73, CD90, CD105 e CD166. Resultados 
expressos em porcentagem (%). CD: Cluster of differentiation. 

CD29+ 

CD90+ 

CD73+ 

CD166+ 

CD105+ 
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Figura 9 - Marcadores negativos de células-tronco mesenquimais humanas de uma amostra 
representativa de medula óssea. Dados em histogramas: Em vermelho está representado o 

controle isotípico 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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4.3 VIABILIDADE CELULAR 

 

As amostras apresentaram na terceira passagem, 94,92% de CTMs viáveis, 

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

 
 

  Viabilidade (%) 

  Células viáveis 7-AAD+ Anexina+ 

A
m

o
s
tr

a
s
 

1 94,34 5,66 0,92 

2 97,04 2,96 1,45 

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 

 

 

 

Figura 10 - Viabilidade das células-tronco mesenquimais humanas na passagem 3. O corante 
de ácido nucléico 7-AAD marca as células não-viáveis presentes na amostra e a Anexina V 
determina a porcentagem de células em apoptose. Dados em histogramas: Em vermelho está 
representado o controle isotípico e em azul o corante vital 7-AAD, e o 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 óbito por asfixia imediatamente após administração intratraqueal. Como 

resultado, 90 animais foram avaliados no estudo, representando uma taxa de 

sobrevivência de 90%. 

 

4.5 NÚMERO DE CÉLULAS TOTAIS DO LBA 

 

Os animais do grupo 7A apresentaram maior quantidade de células totais no 

LBA em comparação ao 7C (59,0 ± 8,2 vs. 10,8 ± 3,3 x 104/mL, p = 0,0006), não 

havendo diferença no tratamento. No décimo quarto dia após tratamento, também 

havia mais células no grupo 14A em relação ao 14C (57,9 ± 9,9 vs. 15,0 ±0,0 x 104/mL, 

p < 0,0001). Entretanto, neste momento ocorreu a redução significativa de células 

inflamatórias no LBA de animais do grupo 14AT quando comparado com o 14A (15,0 

± 5,2 vs. 57,9 ± 9,9 x 104/mL, p < 0,0001). O tratamento avaliado aos 14 dias revelou 

diferença estatística no grupo 14AT em relação ao 7AT, avaliado aos sete dias (15,0 

± 5,2 vs. 42,0 ± 10,5 x 104/mL, p = 0,0115) (gráfico 1). 

 
Gráfico 1 - Número 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 comparação com o grupo com asma no décimo quarto dia após tratamento de células-
tronco mesenquimais.  Os resultados são expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 
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4.6 DIFERENCIAL DE CÉLULAS INFLAMATÓRIAS 

 

Houve aumento significativo no percentual de eosinófilos 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 relação ao 7C (33,8 ± 9,2 vs. 1,0 ± 0,8%, p < 0,0001). O grupo 7AT, 

que recebeu tratamento com CTMs, apresentou redução significativa de eosinófilos 

em comparação ao grupo 7A, com asma e não tratado (8,7 ± 5,1 vs. 33,8 ± 9,2%, p < 

0,0001). Aos 14 dias, o percentual de eosinófilos continuou aumentado no grupo 14A 

quando comparado ao 14C (22,0 ± 1,0 vs. 2,7 ± 1,3 %, p < 0,0001). Neste momento 

de avaliação, não houve diferença na terapia celular. No décimo quarto dia após 

tratamento, a concentração de eosinófilos foi significativamente maior no grupo 14AT 

que no 7AT, estes avaliados no sétimo dia após tratamento (24,8 ± 12,6 vs. 8,7 ± 

5,1%, p = 0,0004) (gráfico 2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Gráfico 2 - Contagem diferencial de eosinófilos 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 diferença estatística 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 após tratamento. Os resultados são 
expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 

 

No grupo A houve maior percentual de linfócitos no LBA que o C (19,0 ± 6,9 vs. 

10,8 ± 3,4%, p = 0,004). No sétimo dia, houve uma inversão de concentração, ou seja, 

o grupo 7A apresentou significativamente menos linfócitos que o 7C (2,0 ± 3,2 vs. 24,3 

* * * 

* 

* 

* 

* 



53 
 

 
 

± 17,5%, p < 0,0001) e no 7AT esta célula inflamatória 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 linfócitos que o 14C (18,0 ± 1,0 vs. 8,5 

± 3,3%, p < 0,0001) e no 14AT houve redução em comparação ao 14A (3,8 ± 3,4 vs. 

18,0 ± 1,0%, p < 0,0001). No décimo quarto dia após tratamento, o percentual de 

linfócitos no LBA do grupo 14AT foi significativamente menor comparado ao 7AT (3,8 

± 3,4 vs. 8,8 ± 7,1%, p = 0,0358) (gráfico 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 3 - Contagem diferencial de linfócitos 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 diferença estatística 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 após 
tratamento. Os resultados são expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 

 

O percentual de macrófagos 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 

quando comparado ao 7C (44,8 ± 8,7 vs. 66,3 ± 19,6%, p < 0,0008). Neste momento 

de avaliação, houve aumento de macrófagos no grupo 7AT em relação ao 7A (56,3 ± 

14,7 vs. 44,8 ± 8,7%, p = 0,0156). Aos 14 dias, o grupo 14A apresentou menor 

concentração de macrófagos que o 14C (43,0 ± 1,0 vs. 80,7 ± 4,3%, p = 0,0001).  Nos 

animais do grupo 14AT, tratados com CTMs, houve redução significativa em 

comparação ao 14A, que não recebeu tratamento (0,5 ± 0,8 vs. 43,0 ± 1,0%,                     

* * * 

* 

* 

* 

* 

* 
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p < 0,0001). O percentual de macrófagos foi estatisticamente menor no grupo 14AT 

em comparação ao 7AT (0,5 ± 0,8 vs. 56,3 ± 14,7%, p < 0,0001) (gráfico 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4 - Contagem diferencial de macrófagos 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 diferença estatística 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 após 
tratamento. Os resultados são expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 

 

A contagem de neutrófilos demonstrou maior percentual no LBA do grupo 7A 

em relação 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) (gráfico 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* * * * 

* 

* 
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Gráfico 5 - Contagem diferencial de neutrófilos 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 neutrófilos 
no grupo 7A vs. 7C, e no 14A vs. 14C. Os resultados são expressos em média ± desvio 
padrão. * p < 0,05. 
 

Aos sete dias, houve maior percentual de mastócitos 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 relação ao 14C (10,0 ± 1,0 vs. 3,5 ± 2,3%, p < 0,0001) (gráfico 6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 6 - Contagem diferencial de mastócitos 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 mastócitos 
no grupo 7A vs. 7C, e no 14A vs. 14C. Os resultados são expressos em média ± desvio 
padrão. * p < 0,05. 

 

* 

* 

* 

* 

* 

* 
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4.7 CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS NO LBA 

 

No momento do transplante, as proteínas totais no LBA estavam aumentadas 

no grupo A em relação ao C (68,8 ± 8,3 vs. 59,1 ± 3,8 g/mL, p = 0,0058). Aos sete 

dias pós-tratamento, as proteínas seguiram aumentadas no grupo 7A em comparação 

ao 7C (72,3 ± 4,6 vs. 56,2 ± 9,6 g/mL, p = 0,0011) e redução significativa no grupo 

7AT em relação ao 7A (60,9 ± 7,4 vs. 72,3 ± 4,6 g/mL, p = 0,0011). Aos 14 dias a 

concentração de proteínas no grupo 14A continuou sendo maior que o 14C (80,3 ± 

3,6 vs. 59,0 ± 3,5 g/mL, p < 0,0001). O grupo 14AT apresentou resultados 

significativamente menores que o grupo 14A (57,4 ± 4,4 vs. 80,3 ± 3,6 g/mL,                   

p < 0,0001). Não houve diferença na quantidade de proteínas entre os animais 

tratados aos sete e 14 dias (gráfico 7). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 7 - Quantificação de proteínas 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 diferença estatística entre os grupos A vs. 
C, 7A 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 após 
transplante. Os resultados são expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 

 

4.8 DETECÇÃO DE H2O2 NO LBA 

 

Na avaliação de sete dias, o grupo 7A apresentou maior concentração de H2O2 

no LBA em comparação com o 7C (5,5 ± 1,7 vs. 2,1 ± 1,0 M, p = 0,0003). O 

tratamento realizado nos animais do grupo 7AT diminuiu este quadro 

* * * * * 
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significativamente em comparação ao 7A (3,0 ± 0,9 vs. 5,5 ± 1,7 M, p = 0,0003) 

(gráfico 8). Aos 14 dias, não foi observado diferença estatística entre os grupos 

avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gráfico 8 - Detecção de H2O2 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 diferença estatística 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 após transplante. Os resultados são expressos em média ± desvio 
padrão. * p < 0,05. 

 

4.9 QUANTIFICAÇÃO DE INTERLEUCINAS NO LBA E NO SORO 

 

A concentração 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 avaliação dos animais do grupo 7AT mostrou redução 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, após 14 

dias de tratamento, é possível observar que houve aumento de IL-5 no grupo 14AT 

em relação ao 7AT (50,1 ± 0,02 vs. 50,0 ± 0,03 pg/mL, p = 0,0228) (gráfico 9).  

 

* * 
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Gráfico 9 - Níveis 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 diferença estatística entre os grupos 7A vs. 
7C, 7AT vs. 7A e 14AT vs. 7AT na IL-5 do LBA e 7A vs. 7C e 7AT vs. 7A no soro. O tratamento 
com células-tronco mesenquimais mostrou resultados menores sete dias após transplante. 
Os resultados são expressos em média ± desvio padrão. * 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 relação ao 7C (6,7 ± 0,6 vs. 6,1 ± 

0,3 pg/mL, p = 0,0134). Houve diminuição intensa de IL-13 no LBA do grupo 7AT em 

relação ao 7A (6,1 ± 0,4 vs. 6,7 ± 0,6 pg/mL, p = 0,134). No décimo quarto dia de 

avaliação o perfil de expressão da IL-13 se manteve, com o 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 nível de IL-13 significativamente menor 

que o 14A (6,0 ± 0,5 vs. 6,6 ± 0,3 pg/mL, p = 0,0268). Não houve diferença na 

concentração de IL-13 no soro dos camundongos (gráfico 10). 

 

 
Gráfico 10 - Níveis 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 diferença estatística no LBA entre os grupos 
A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14AT vs. 14A e 14A vs. 14C. Não houve diferença na 
concentração de IL-13 no soro dos camundongos. O tratamento com células-tronco 
mesenquimais mostrou resultados menores sete e 14 dias após transplante. Os resultados 
são expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 

 

No LBA, foi possível verificar o aumento significativo de IL-17A no grupo A em 

relação 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 ± 0,1 vs. 5,4 ± 0,04 pg/mL, p = 0,0243). Houve redução desta interleucina pró-

inflamatória no sétimo dia pós-tratamento nos animais do grupo 7AT em comparação 

ao 7A (5,4 ± 0,09 vs. 5,5 ± 0,1 pg/mL, p = 0,0243). Os níveis de IL-17A permaneceram 

aumentados no grupo 14A em relação 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 redução da IL-17A 

nos camundongos do 14AT em relação ao 14A (5,3 ± 0,05 vs. 5,5 ± 0,09 pg/mL,               

p = 0,0003). No soro dos animais, foi possível verificar alteração no grupo 14A, 

submetido ao alérgeno, comparado ao 14C (6,4 ± 0,4 vs. 5,6 ± 0,1 pg/mL, p = 0,0023) 

(gráfico 11). 
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Gráfico 11 - Níveis 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 diferença estatística no LBA entre os grupos 
A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14A. No soro apenas os grupos 14AT 
vs. 14A tiveram concentrações de IL-17 quando comparados entre si. O tratamento com 
células-tronco mesenquimais mostrou resultados níveis reduzido desta interleucina aos sete 
e 14 dias após transplante. Os resultados são expressos em média ± desvio padrão.                     
* p < 0,05. 

 

Os níveis de TNF-α estavam aumentados apenas no LBA do grupo A em 

relação ao C (19,95 ± 3,0 vs. 15,8 ± 0,4 pg/mL, p = 0,0014). Não houve diferenças nas 

avaliações do soro dos animais (gráfico 12). 

* * * * * 

* 
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Gráfico 12 - Níveis de TNF-α 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 diferença estatística no LBA entre os 
grupos A vs. C. Não houveram alterações na concentração de TNF-α nos grupos avaliados. 
Os resultados são expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05.  

 

Na avaliação de sete dias, os camundongos do grupo 7AT apresentaram níveis 

significativamente maiores de IL-10 que o os animais não tratados do grupo 7A, tanto 

no LBA (8,6 ± 1,1 vs. 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-inflamatória 

no LBA do grupo 7AT foram maiores que o 7C (8,6 ± 1,1 vs. 6,4 ± 0,8 pg/mL, p < 

0,0001). Após 14 dias de tratamento, houve redução na concentração de IL-10 no LBA 

* 
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do grupo 14AT em comparação ao 7AT (7,0 ± 1,4 vs. 8,6 ± 1,1 pg/mL, p = 0,0227) 

(gráfico 13). 

 
Gráfico 13 - Níveis 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 diferença estatística no LBA dos grupos 
7AT vs. 7A, 7AT vs. 7C e 14AT vs. 7AT e no soro a IL-10 foi significativamente diferente entre 
os grupos 7AT vs. 7A. O tratamento com células-tronco mesenquimais mostrou resultados 
mais expressivos aos sete dias após infusão, tanto no LBA quanto no soro. Os resultados são 
expressos em média ± desvio padrão. * p < 0,05. 
 

4.10 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA 

 

Os resultados histopatológicos pulmonares dos espécimes estudados 

demonstraram aspectos do remodelamento pulmonar nos animais que foram 

* 

* * 

* 
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submetidos ao modelo experimental de indução à asma, nos três tempos avaliados, e 

diminuição dessas alterações em camundongos que receberam infusão de CTMs, em 

todos os critérios avaliados (figuras 11 a 19, gráficos 14 a 16). 

No dia 0, o grupo A apresentou modificações significativas em comparação ao 

C, no infiltrado inflamatório (1,4 ± 0,1 vs. 0,1 ± 0,1, p = 0,0009), deposição de colágeno 

(1,4 ± 0,3 vs. 0,1 ± 0,05, p = 0,0011), espessamento muscular (1,7 ± 0,1 vs. 0,4 ± 0,1, 

p = 0,0009) e epitelial (2,1 ± 0,3 vs. 0,3 ± 0,04, p = 0,0009), produção de muco (1,4 ± 

0,2 vs. 0,0 ± 0,0, p = 0,0004) e descamação do epitélio (1,6 ± 0,1 vs. 0,4 ± 0,05,                

p = 0,0009) (figuras 11 a 13). 

                    

Figura 11 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com hematoxilina & 

eosina no dia 0. A. Grupo Controle. B. Grupo Asma. O grupo Controle apresentou o pulmão 

preservado e os animais do grupo Asma, apresentam alterações do remodelamento 

pulmonar: 1. Infiltrado inflamatório, 2. Espessamento muscular, 3. Espessamento epitelial,       

4. Descamação do epitélio. Aumento: 200x. 
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Figura 12 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com tricrômio de 
Masson no dia 0. A. Grupo Controle. B. Grupo Asma. No grupo Controle a deposição de 
colágeno está dentro da normalidade e nos animais do grupo Asma há deposição acentuada 
de colágeno na região peribronquiolar. Aumento: 200x. 
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Figura 13 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com ácido periódico-
Schiff no dia 0. A. Grupo Controle. B. Grupo Asma. O grupo Controle apresenta pouca ou 
nenhuma produção de muco e os animais do grupo Asma, apresentam hipersecreção de 
muco pelas células caliciformes. Aumento: 200x. 

 

No sétimo dia após tratamento, os animais do grupo 7A mantiveram as 

alterações quando comparados ao 7C, no infiltrado inflamatório (1,6 ± 0,1 vs. 0,3 ± 

0,1, p = 0,0002), deposição de colágeno (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), produção de muco pelas células caliciformes (1,5 ± 0,1 vs. 

0,01 ± 0,01, p = 0,0004) e descamação do epitélio (1,4 ± 0,1 vs. 0,6 ± 0,1, p = 0,0014). 

Entretanto, a terapia celular no grupo 7AT reduziu significativamente as modificações 

histológicas em relação aos animais não tratados do grupo 7A, no infiltrado 

inflamatório (0,6 ± 0,1 vs. 1,6 ± 0,1, p = 0,0002) e deposição de colágeno (0,8 ± 0,1 

vs. 1,8 ± 0,1, p = 0,0002), espessamento muscular (0,7 ± 0,1 vs. 1,8 ± 0,1, p = 0,0002) 

A 

B 



67 
 

 
 

e epitelial (1,2 ± 0,2 vs. 2,0 ± 0,2, p = 0,031) e descamação do epitélio (0,8 ± 0,1 vs. 

1,4 ± 0,1, p = 0,0014), exceto na produção de muco (figuras 14 a 16). 
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Figura 14 - Avaliação histopatológica 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 pulmão 
preservado e os animais do grupo Asma, apresentam alterações do remodelamento pulmonar: 1. Infiltrado 
inflamatório,  2. Espessamento muscular, 3. Espessamento epitelial, 4. Descamação do epitélio. Estas são menos 
evidentes no grupo Tratamento. Aumento: 200x.  
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Figura 15 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com tricrômio de 
Masson aos sete dias. A. Grupo Controle (7C). B. Grupo Asma (7A). C. Grupo Tratamento 
(7AT). No grupo Controle a deposição de colágeno está dentro da normalidade e nos animais 
do grupo Asma há deposição acentuada de colágeno na região peribronquiolar estando 
reduzida no grupo Tratamento. Aumento: 200x.  
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Figura 16 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com ácido periódico-
Schiff aos sete dias. A. Grupo Controle (7C). B. Grupo Asma (7A). C. Grupo Tratamento (7AT). 
No grupo Controle há pouca ou nenhuma produção de muco e os animais do grupo Asma e 
Tratamento, apresentam hipersecreção de muco pelas células caliciformes. Aumento: 200x. 
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No décimo quarto dia após tratamento, o remodelamento continuou bem 

intenso no grupo 14A em comparação ao 14C, no infiltrado inflamatório (1,2 ± 0,1 vs. 

0,3 ± 0,2, p = 0,0044), e deposição de colágeno (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), produção de muco pelas células caliciformes (0,5 ± 0,1 vs. 0,0 

± 0,0, p = 0,0008) e descamação do epitélio (1,4 ± 0,1 vs. 0,6 ± 0,1, p = 0,0004).            

No entanto, com exceção da avaliação do espessamento muscular e do muco 

produzido pelas células caliciformes, foi possível verificar redução significativa no 

grupo 14AT em relação ao 14A, no infiltrado inflamatório (0,7 ± 0,1 vs. 1,2 ± 0,1,               

p = 0,0235), deposição de colágeno (1,0 ± 0,2 vs. 1,6 ± 0,1, p = 0,0042), espessamento 

epitelial (0,9 ± 0,1 vs. 1,5 ± 0,2, p = 0,0353) e descamação do epitélio (0,8 ± 0,1 vs. 

1,4 ± 0,1, p = 0,0004) (figuras 17 a 19). 
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Figura 17 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com hematoxilina & eosina aos 
14 dias. A. Grupo Controle (14C). B. Grupo Asma (14A). C. Grupo Tratamento (14AT). O grupo Controle 
apresenta o pulmão preservado e os animais do grupo Asma, apresentam alterações do 
remodelamento pulmonar: 1. Infiltrado inflamatório, 2. Espessamento muscular, 3. Espessamento 
epitelial, 4. Descamação do epitélio.  Estas são menos intensas no grupo Tratamento. Aumento: 200x. 
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Figura 18 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com tricrômio de 
Masson aos 14 dias. A. Grupo Controle (14C). B. Grupo Asma (14A). C. Grupo Tratamento 
(14AT). No grupo Controle (14C) a deposição de colágeno está dentro da normalidade e nos 
animais do grupo Asma (14A) há deposição acentuada de colágeno na região peribronquiolar 
estando está reduzida no grupo Tratamento (14AT). Aumento: 200x. 
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Figura 19 - Avaliação histopatológica em cortes pulmonares corados com ácido periódico-
Schiff aos 14 dias. A. Grupo Controle (14C). B. Grupo Asma (14A). C. Grupo Tratamento 
(14AT). No grupo Controle (14C) há pouca ou nenhuma produção de muco e os animais do 
grupo Asma (14A) e Tratamento (14AT), apresentam hipersecreção de muco pelas células 
caliciformes. Aumento: 200x. 
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Gráfico 14 - Análises histopatológicas 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 diferença estatística no 
espessamento epitelial entre os grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7A, 7AT vs. 7C, 14A vs. 
14C, 14AT vs. 14A e 14AT vs. 14A. Na descamação do epitélio, houveram alterações nos 
grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14A. Os resultados são 
expressos em média ± erro padrão. * p < 0,05. 
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Gráfico 15 - Análises histopatológicas no músculo liso e no infiltrado inflamatório 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 
diferença estatística no espessamento muscular entre os grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 
7A e 14A vs. 14C. No infiltrado inflamatório, houveram diferenças entre os grupos A vs. C, 7A 
vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14A. Os resultados são expressos em média ± erro 
padrão. * p < 0,05. 
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Gráfico 16 - Análises histopatológicas quanto à produção de muco e deposição de colágeno 
no pulmão 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 diferença estatística no muco produzido pelas células caliciformes dos 
grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7C, 14A vs. 14C, 14AT vs. 14C. Na deposição de colágeno 
houveram diferenças entre os grupos A vs. C, 7A vs. 7C, 7AT vs. 7A, 14A vs. 14C, 14AT vs. 
14A. Os resultados são expressos em média ± erro padrão.  * p < 0,05. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo teve por objetivo investigar as propriedades 

imunomoduladoras das CTMs de medula óssea humana em camundongos Balb/c 

submetidos ao modelo experimental de asma alérgica, no momento do transplante, 

aos sete e 14 dias após tratamento. Foi possível observar a funcionalidade e 

confiabilidade do modelo empregado, em todos os momentos investigados e, os 

efeitos benéficos das CTMs até os sete dias após o transplante. Contudo, em algum 

momento entre sete e 14 dias após a instilação intratraqueal de CTMs ocorreu um 

declínio dos efeitos anti-inflamatórios, com recorrência do quadro, o que necessitará 

um melhor entendimento em futuras investigações. 

Este estudo se utilizou dos camundongos Balb/c como modelo animal e, a OVA 

como alérgeno. As alterações nos sinais clínicos que caracterizam a asma dificilmente 

são observadas nestes animais, o que implicaria em dificuldade na comparação com 

as manifestações clínicas observadas em pessoas com asma. Contudo, o modelo 

experimental de asma utilizado permite a investigação dos mecanismos 

fisiopatológicos, objetivo do presente estudo, sendo considerado padrão ouro para 

este tipo de investigação, como a nossa, na qual se buscou o entendimento de 

mecanismos inflamatórios no processo da asma (SHIN et al., 2009). 

A via intratraqueal utilizada para a provocação alergênica das vias aéreas 

também foi empregada em outros estudos (XIE et al., 2015; Abreu et al., 2017), a qual 

simula a exacerbação da asma em pessoas quando o alérgeno é inalado (NIALS et 

al., 2008). Foi a mesma via de administração das CTMs para a avaliação 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 administração das CTMs pela via intravenosa faz 

com que a maioria das células seja aprisionada nos pulmões (KURTZ, 2008), o que 

pode ser vantajoso para o tratamento da asma, mas ainda precisa ser melhor 

investigado para a ocorrência de efeito indesejável como a embolia pulmonar (JUNG 

et al., 2013), sendo que a via intratraqueal permite o transplante das células 

diretamente no órgão afetado. 

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

utilizou CTMs derivadas de medula óssea humana, é a escolha de muitos 
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pesquisadores que empregam o modelo de asma em camundongos. São bem 

demonstrados os efeitos positivos pelo sistema imunológico de animais que são 

tratados com CTMs advindas de outra espécie (BONFIELD et al., 2010; MARTÍNEZ-

GONZÁLEZ et al., 2014; CHAN et al., 2016). 

A eficácia do modelo experimental de asma alérgica utilizado no presente 

estudo, foi verificada nos animais que sofreram repetidas exposições à OVA durante 

as etapas de sensibilização e provocação alergênica, e que foram eutanasiados no 

dia 0. Este foi um cuidado que usualmente não se observa em estudos semelhantes 

a este, mas que demonstrou a presença do processo inflamatório difuso nos animais 

que seriam tratados com CTMs. 

A alteração que, no presente estudo inicialmente demonstrou a presença e 

persistência do processo inflamatório compatível com a asma, foi a maior 

concentração de células totais no LBA aos sete e 14 dias. Estes resultados 

corroboram com o intenso infiltrado inflamatório no tecido pulmonar nos três 

momentos avaliados. Além disso, a concentração aumentada de proteínas no LBA 

dos animais com asma em todas as avaliações temporais indica o comprometimento 

da barreira alvéolo-capilar como resultado do processo inflamatório instalado (VAN 

VYVE et al., 1995; HAMSTEN et al., 2016). 

A asma alérgica em estado de exacerbação é caracterizada pelo aumento de 

eosinófilos no pulmão (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 inflamatória tanto no LBA quanto no soro dos 

animais com asma avaliados no sétimo dia. Aos 14 dias, os níveis da IL-5 diminuíram 

e consequentemente os eosinófilos também. O padrão eosinofílico representa um 

evento importante na asma alérgica e tem sido correlacionado em diversos estudos 

com a intensa inflamação nas vias aéreas (OU-YANG et al., 2011; CHO et al., 2014; 

GROOT et al., 2015; MOHAMMADIAN et al., 2016). 

Uma importante consequência decorrente da ativação dos eosinófilos no 

pulmão é a produção aumentada de espécies reativas do oxigênio. Optou-se pela 

investigação do peróxido de hidrogênio, o qual pode originar o radical hidroxila, 

altamente nocivo ao tecido pulmonar (RAHMAN et al., 2006). Os níveis aumentados 

do oxidante H2O2 aos sete dias, sugerem uma das vias pela qual houve a 
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intensificação dos danos pulmonares observados na avaliação histopatológica (REIS 

et al., 2015). 

Adicionalmente, as alterações teciduais que foram observadas nos animais 

investigados, são decorrentes também do aumento da produção de IL-13, a qual 

participa intensamente do processo inflamatório na asma. No presente estudo, houve 

aumento significativo desta interleucina pró-inflamatória no LBA dos animais 

submetidos à OVA, observado no dia 0 e estendeu-se aos sete e 14 dias de avaliação. 

A IL-13 está relacionada à hiperresponsividade das vias aéreas, o que não foi medido 

neste estudo. No entanto, nas alterações do remodelamento pulmonar, para os quais 

a IL-13 está envolvida (ERLE; SHEPPARD, 2014), verificou-se o espessamento da 

camada muscular lisa, que favorece o 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 deposição de 

colágeno na região peribronquiolar observado em todos os tempos avaliados. Esta 

alteração também contribui para a hiperresponsividade e para o desenvolvimento da 

fibrose subepitelial em várias intensidades (CORREN, 2013; KANG et al., 2017). A IL-

13 ainda é responsável pelas alterações no tecido pulmonar relacionadas ao 

espessamento e descamação do epitélio, bem como a metaplasia caliciforme, 

identificados em todos os momentos de avaliação. 

O aumento da quantidade de células caliciformes no dia 0, sete e 14, resultando 

na metaplasia da mucosa, inicialmente ocorre para aumentar a produção de muco 

melhorando a depuração de células mortas e patógenos das vias aéreas, mas que 

resultam em obstrução luminal o que, em pessoas, compromete a troca gasosa e 

agrava os sinais clínicos de dificuldade respiratória. Esta é uma característica da asma 

reconhecidamente mediada pela IL-4 e IL-13 (COHN et al., 2002), apesar da IL-4 não 

ter sido investigada no presente estudo. Em doenças crônicas respiratórias, a 

metaplasia mucosa persiste e resulta em obstrução 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 participação da IL-17A no contexto da asma. 

Sendo assim, optou-se por quantificá-la neste estudo. A IL-17A foi identificada em 

níveis aumentados no LBA dos animais com asma no dia do transplante (grupo A). A 

presença de IL-17A tem sido reportada no pulmão, escarro, LBA e soro de pacientes 



81 
 

 
 

com asma (MOLET et al., 2001; SONG et al., 2008), e no presente estudo, o aumento 

da IL-17 juntamente da IL-5 na avaliação sete dias após o transplante, possivelmente 

ocorreu por uma atividade sinérgica no recrutamento e ativação dos eosinófilos (DIAS; 

BANERJEE, 2013). 

Também houve interesse neste estudo em investigar o TNF-α, mediador 

inflamatório da resposta TH1. No presente estudo, o TNF-α encontrou-se aumentado 

no momento do transplante em animais com asma. O TNF-α é uma citocina expressa 

em grandes quantidades por mastócitos, e já foi identificado em concentrações 

aumentadas no LBA das vias aéreas de pacientes com asma. É um importante 

quimioatrativo para neutrófilos e eosinófilos. O TNF-α aumenta o efeito citotóxico dos 

eosinófilos 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 

inflamatório da asma aos sete dias, o que demonstra os efeitos positivos das CTMs 

no modelo experimental de asma alérgica. Houve melhora significativa das alterações 

observadas na maioria dos critérios avaliados, nos animais tratados em comparação 

aos que não receberam tratamento. 

Sete dias após o transplante com CTM foi possível identificar a redução do 

processo inflamatório através da redução na quantidade de eosinófilos no LBA 

juntamente com níveis mais baixos de IL-5 e IL-17, das proteínas, e 

consequentemente, também da produção do oxidante H2O2. 

Adicionalmente, o tratamento com as CTMs resultou na redução da IL-13 no 

LBA, o que esteve associado à melhora dos danos provocados no tecido pulmonar, 

que pôde ser observado pela redução do infiltrado inflamatório, deposição de 

colágeno, espessamento muscular e epitelial e descamação do epitélio para o lúmen 

dos bronquíolos. Neste caso, transpondo este tratamento para um possível paciente 

asmático ainda jovem, pode-se sugerir  que o tratamento com CTMs auxiliará no 

controle do processo inflamatório e das alterações teciduais decorrentes da asma, 

mas também trará benefício na qualidade da troca gasosa e bem-estar. 

O controle do processo inflamatório parece ser o ponto central dentre os efeitos 

obtidos pelo tratamento da asma com as CTM e, pode ser observado não somente 

pela redução das interleucinas pró-inflamatórias, mas especialmente por isto ter sido 

acompanhado pelo aumento na produção da interleucina anti-inflamatória IL-10 no 
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LBA e no soro dos animais tratados. Este resultado evidencia a participação das CTMs 

na imunomodulação na asma e na recuperação do tecido pulmonar. 

Aos 14 dias após infusão de CTMs, os animais apresentaram algumas 

alterações que retornaram ao quadro da asma, sugerindo que o tratamento não 

permaneceu com toda a eficácia observada no sétimo dia de avaliação. Observou-se 

o aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, novo aumento da IL-5 com 

a resultante atração de eosinófilos para o pulmão dos animais. Com a manutenção 

dos níveis reduzidos da IL-13 e IL-17, o tratamento continuou controlando o dano 

tecidual através da redução do infiltrado inflamatório, deposição de colágeno, 

espessamento epitelial e descamação do epitélio. E ainda, de acordo com os 

resultados obtidos aos sete dias, a IL-10 permaneceu inalterada no décimo quarto dia 

após transplante, sinalizando os efeitos benéficos da terapia celular. Contudo, levanta-

se a hipótese de que, no período entre o sétimo e décimo quarto dias após o 

transplante de CTMs pode ser necessário uma nova infusão para o prolongamento 

dos efeitos terapêuticos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O modelo experimental de inflamação pulmonar proposto neste estudo 

desencadeou a asma alérgica em camundongos Balb/c e manteve-se aos 14 dias.  

As CTMs de medula óssea humana apresentaram efeitos imunomoduladores 

em camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma, pelo controle 

do processo inflamatório e do remodelamento pulmonar principalmente aos sete dias 

após tratamento, contudo novos estudos devem investigar a intervenção com CTMs 

antes dos 14 dias após o tratamento inicial. 
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