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Resumo



Resumo 

 

 

Dias VL. Avaliação inflamatória do uso de células tronco mesenquimais em 
modelo animal de doador de pulmão com choque hipovolêmico 
[Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2019. 

 
Muitos fatores são responsáveis pelo grande número de pacientes em lista de 
espera por transplante pulmonar. A baixa taxa de aproveitamento do pulmão nas 
captações de órgãos figura como questão de destaque. Como causas, listamos 
a rigidez nos critérios de seleção, vulnerabilidade do órgão, cuidados 
inadequados com os pacientes em morte encefálica, edema pulmonar 
neurogênico pela morte encefálica e trauma com choque hemorrágico, que leva 
à hipoperfusão dos pulmões, acidose metabólica e inflamação tecidual. Morte 
encefálica e choque representam importantes causas de deterioração pulmonar, 
levando à recusa do órgão na captação ou à disfunção primária do enxerto pós-
transplante. Na tentativa de melhorar a condição do enxerto pulmonar para se 
obter maior número de pulmões viáveis para o transplante, e para reduzir os 
índices de rejeição, algumas estratégias foram adotadas pelas equipes 
transplantadoras. O uso de células tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem 
Cells - MSCs) para tratamento de afecções inflamatórias é objeto de estudo de 
alguns grupos, dadas as propriedades anti-inflamatórias e imunomodulatórias já 
conhecidas. Nossa hipótese baseia-se na realização de tratamento com MSCs 
ou seus fatores solúveis (FS-MSCs) em doadores com choque hemorrágico. O 
objetivo deste trabalho é avaliar inflamação pulmonar em ratos, após o 
tratamento do choque hemorrágico com reposição sanguínea, associada à 
infusão in vivo de MSCs ou FS-MSCs. Quarenta e oito ratos foram divididos em 
4 grupos: Sham (Sham n=12); Choque (Choque n=12); FS (Choque + FS-MSCs 
n=12) e MSC (Choque + MSCs n=12). Após anestesia, os animais foram 
submetidos à cateterização da artéria e veia femoral para registro de pressão 
arterial média (PAM), indução de choque hemorrágico e infusão de MSCs ou FS-
MSC nos grupos de tratamento. No grupo Sham foi realizada apenas a 
monitorização dos parâmetros hemodinâmicos. Nos grupos Choque, FS e MSC 
foi realizado o choque hemorrágico (40 mmHg), e tratamento com FS-MSCs (1ml 
de secretoma em dose única) no grupo FS ou MSCs humanas (1x107células em 
dose única) no grupo MSC. Após 190 minutos, o experimento foi finalizado e o 
bloco pulmonar extraído. Foram analisadas: a histopatologia do tecido pulmonar 
e a concentração de marcadores inflamatórios (Tnf-alfa, IL1-beta, IL-6, IL-10, 
iCAM e vCAM) no lavado broncoalveolar e no tecido pulmonar. Na análise 
histológica a densidade de neutrófilos apresentou diferença estatística 
significante com o grupo FS apresentando a menor densidade quando 
comparado aos grupos Choque e MSC (p<0,001). A dosagem de IL-10 no grupo 
FS foi superior aos demais grupos (p=0,044). Concluímos que os pulmões de 
ratos submetidos ao choque hemorrágico tratados com FS-MSCs apresentam 
redução de inflamação pela redução do infiltrado neutrofílico. 

Descritores: transplante de pulmão; doadores de tecidos; choque hemorrágico; 
células-tronco; modelos animais; inflamação; meios de cultivo condicionados.  
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract



Abstract 

 

Dias VL.  Inflammatory evaluation of the use of mesenchymal stem cells in animal 
model of a lung donor with hypovolemic shock [thesis]. São Paulo: “Faculdade 
de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2019. 
 
Many factors are responsible for the large number of patients on waiting list for a 
lung transplant. The low rate of lung utilization in organ uptakes appears as a 
critical issue. As causes, we highlight the rigorous selection criteria, organ 
vulnerability, inadequate care for patients in brain death, neurogenic pulmonary 
edema due to brain death and trauma with hemorrhagic shock, that leads to 
hypoperfusion of the lungs, metabolic acidosis and tissue inflammation. Brain 
death and shock represents important causes of pulmonary deterioration, leading 
to organ rejection at the uptake or primary graft dysfunction in post-
transplantation. To improve the pulmonary graft condition in order to obtain a 
larger number of viable lungs for transplantation and to reduce rejection rates, 
some strategies were adopted by transplantation teams. The use of 
mesenchymal stem cells (MSCs) for treatment of inflammatory conditions is the 
object of study of many groups, due to the anti-inflammatory and 
immunomodulatory properties of these cells previously described. Our 
hypothesis is based on treatment with MSCs or their soluble factors (FS-MSCs) 
in donors with hemorrhagic shock. The aim of this work is to evaluate pulmonary 
inflammation in rats, after hemorrhagic shock treatment with blood replacement, 
associated with in vivo infusion of MSCs or FS-MSCs. Forty-eight rats were 
divided into 4 groups: Sham (Sham n = 12); Shock (Shock n = 12); FS (Shock + 
FS-MSCs n = 12) and MSC (Shock + MSCs n = 12). After anesthesia, animals 
were submitted to femoral artery and vein catheterization for monitoring of mean 
arterial pressure (MAP), induction of hemorrhagic shock and MSCs or FS-MSC 
infusion in treatment groups. At Sham group, only hemodynamic parameters 
were monitored. Hemorrhagic shock (40 mmHg) was performed in Shock, FS 
and MSC groups, and treatment with FS-MSCs (1ml secretome in single dose) 
were performed in the FS group or human MSCs (1x107 cells in single dose) in 
the MSC group. After 190 minutes, the experiment was terminated and the lung 
block was removed. The histopathology of lung tissue and the concentration of 
inflammatory markers (Tnf-alpha, IL-1β, IL-6, IL-10, ICAM and vCAM) in the 
bronchoalveolar lavage fluid and tissue were analyzed. In histological analysis, 
the neutrophil density showed a statistically significant difference with FS group 
presenting the lowest density when compared to Shock and MSC groups (p 
<0.001). IL-10 dosage in FS group was higher than all other groups (p = 0.044). 
We conclude that the lungs of rats submitted to hemorrhagic shock treated with 
FS-MSCs present reduction of inflammation by the reduction of neutrophilic 
infiltrate.  

 
Descriptors: lung transplantation; tissue donors; shock, hemorrhagic; stem cells; 
models, animal; inflammation; culture media, conditioned. 
  
 
 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Introdução



Introdução 2 

 

 

O transplante de pulmão consolidou-se como uma terapia que melhora 

a qualidade de vida e a sobrevida de pacientes com doença pulmonar em estágio 

terminal (1, 2). Após o primeiro transplante realizado com sucesso em 1983, mais 

de 67 mil transplantes foram realizados em todo o mundo.(3, 4) Com o crescente 

sucesso no manejo após o transplante, a meia vida do enxerto saltou de 4.7 anos 

na década de 90, para 5.9 anos na década seguinte.(5, 6) Apesar do sucesso 

crescente no emprego da técnica, o número de receptores em lista de espera 

aumentou progressivamente e, atualmente excede em grande número os órgãos 

disponíveis para doação.(7, 8) 

O baixo índice de doadores viáveis é a maior limitação para o 

desenvolvimento do transplante pulmonar.(9, 10) Isso ocorre principalmente pelos 

seguintes fatores: rigidez nos critérios de seleção; maior vulnerabilidade do 

pulmão ( por ser um órgão em contato direto com meio ambiente e devido à 

interação fisiológica complexa entre as funções cardíaca e respiratória); eventos 

relacionados com a morte encefálica ( desencadeamento de intensa cascata 

inflamatória, broncoaspiração, edema pulmonar, trauma torácico, etc); menor 

cuidado com o doador (hipervolemia, barotrauma, pneumonia associada à 

ventilação mecânica, entre outros).(5, 9) As taxas de aproveitamento de pulmão 

em doadores de órgãos variam de 5 a 20% em todo o mundo e a mortalidade 

em lista de espera varia de 15 a 50%.(3, 7, 9, 11) 

Nas últimas décadas foram propostas várias estratégias para aumentar 

o número de doadores efetivos. Dentre elas, campanhas públicas pró-doação, 

uso de doadores após parada circulatória, melhor tratamento dos pacientes com 

morte encefálica nas Unidades de Terapia Intensiva, ampliação dos critérios de 
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seleção dos doadores (doadores marginais), uso de doadores vivos, emprego 

de técnicas de recondicionamento pulmonar (ex vivo) e terapias celulares.(5) 

A rejeição aguda do enxerto é a complicação mais comum no transplante 

pulmonar, e está presente em 50 a 60% dos pacientes receptores de pulmão 

durante o primeiro ano pós transplante.(12, 13) Associada à rejeição crônica, está 

a disfunção primária do enxerto, que é definida como o resultado final da lesão 

que ocorre do início da morte encefálica até a reperfusão pulmonar pós-

transplante, incluindo o período de armazenamento em isquemia fria do enxerto 

pulmonar. Tal desordem tem como um dos principais mecanismos envolvidos, 

um grande processo inflamatório e edema pulmonar.(14, 15)  Apesar do declínio 

da mortalidade com o desenvolvimento do suporte intensivo, a mortalidade geral 

permanece alta. Ainda não foi encontrada nenhuma terapia farmacológica 

específica que melhore este desfecho clínico, o que repercute na necessidade 

de novas estratégias terapêuticas.(16)    

Células tronco mesenquimais (MSCs) estão sendo estudadas como 

terapia celular para uma variedade de desordens degenerativas, imunológicas e 

inflamatórias.(17-19) Estudos demonstraram que, em modelo animal, as MSCs 

induzem ao reparo de órgãos lesados e diminuem o processo inflamatório. Os 

resultados animadores neste modelo de estudo estimularam a translação da 

terapia com MSCs para ensaios clínicos relacionados a uma gama de 

desordens, incluindo doença do enxerto versus hospedeiro, doença inflamatória 

intestinal e infarto do miocárdio.(18) As MSCs demonstraram reduzir a gravidade 

de lesões pulmonares causadas por injúrias sépticas e não sépticas.(20)  

Um problema com a interpretação de resultados e otimização das 

pesquisas com MSCs é a falta de conhecimento do mecanismo de ação destas 
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células.(18) Estudos demonstraram que as MSCs possuem ação 

imunomodulatória e efeitos protetores sobre as células, através da liberação de 

fatores solúveis (FS-MSC) como citocinas anti-inflamatórias e fatores de 

crescimento.(21) Vários estudos com modelo animal demonstraram dados 

consistentes dos efeitos benéficos das MSCs na resolução de lesão pulmonar 

aguda induzida por endotoxinas, hiperóxia, pneumonia e sepse.(22) Apesar 

destes resultados, há controvérsias sobre a eficácia da terapia com MSCs nos 

humanos, e sobre a localização e persistência das MSCs no corpo após a 

administração. A via de administração mais empregada em humanos é a intra-

venosa, e a mesma já foi comprovada ser segura e permitir a administração de 

grande quantidade de MSCs.(23) Estudos de localização identificaram que 90% 

das MSCs se localizam nos pulmões após a infusão intra-venosa durante as 

primeiras 24 horas.(18, 24) 

Não há na literatura trabalhos relacionados ao uso de MSCs em 

doadores de múltiplos órgãos após o choque hemorrágico. Assim torna-se 

bastante importante avaliar os potenciais efeitos benéficos das MSCs e dos FS-

MSC produzidos por estas células. O objetivo desta terapêutica seria resgatar 

os órgãos limítrofes através da infusão in vivo pré-transplante, com o intuito de 

reduzir as alterações inflamatórias, na tentativa de ampliar o número de pulmões 

disponíveis e reduzir os índices de rejeição pós-transplante.  

 Desta forma, propusemos um estudo com o uso das MSCs e FS-MSC 

em modelo experimental de doador de múltiplos órgãos com choque 

hemorrágico.  

      



     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos



    Objetivos 6 

 

2.1  Objetivo principal 

 

 Avaliar a inflamação pulmonar após infusão venosa in vivo de MSC e 

FS-MSC, em um modelo experimental de doador de pulmão submetido ao 

choque hemorrágico. 

 

. 

 

2.2  Objetivo secundário 

 

 Avaliar comparativamente a eficácia da ação anti-inflamatória das MSCs 

e FS-MSC. 
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3.1  Transplante 

 

  No início do século XX, a partir do desenvolvimento dos estudos 

experimentais com transplante de órgãos em modelos animais e novas 

descobertas sobre manifestações clínicas, mecanismos imunológicos da 

rejeição de enxertos e imunossupressão, o transplante passou a ser considerado 

como possibilidade terapêutica. Após o aperfeiçoamento das técnicas de 

anastomoses vasculares e preservação a frio pelo cirurgião francês Alexis 

Carrel, o mesmo realizou um dos primeiros transplantes bem sucedidos de rim 

em cães. Sua técnica de sutura vascular e seu trabalho sobre transplante de 

vasos e órgãos lhe proporcionou o Prêmio Nobel de 1912. Nos humanos, o 

primeiro transplante com sucesso cirúrgico e imunológico foi realizado em 1954 

pelos doutores Joseph Murray e John Merrill, após transplantar um rim entre 

irmãos gêmeos monozigóticos. O que rendeu ao primeiro, o Prêmio Nobel em 

medicina de 1990.(25)          

 Em 1963 o Dr. James Hardy realizou o primeiro transplante pulmonar 

unilateral com relativo sucesso. O paciente, um homem branco de 58 anos com 

carcinoma pulmonar no brônquio principal esquerdo, sobreviveu por 18 dias com 

melhora da função pulmonar, após falecer por complicações renais.(26) Com os 

avanços na imunossupressão, e principalmente com a descoberta da 

ciclosporina no final da década de 70, a sobrevida dos enxertos apresentaram 

um importante salto. Isso permitiu ao Dr. Joel Cooper realizar o primeiro 

transplante pulmonar unilateral em 1983 com sucesso, tendo o paciente 

sobrevivido por 6 anos. Três anos mais tarde o mesmo Dr. Cooper realizou o 
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primeiro transplante pulmonar duplo, adquirindo êxito excepcional neste 

procedimento.(25) O grupo do Dr. Cooper com participação do Dr. Michael 

Pasque, desenvolveu em 1989 a técnica de transplante bilateral sequencial, que 

não apenas melhorou a cicatrização das anastomoses brônquicas, mas também 

possibilitou a não realização de circulação extracorpórea para a execução do 

procedimento. Esta técnica permanece até os dias de hoje como a mais 

utilizada.(27) 

 Desde o primeiro transplante, mais de 67 mil transplantes foram feitos 

em todo o mundo. Dados da International Society of Heart and Lung 

Transplantation (ISHLT) mostram que em 2016 foram realizados 4.661 

transplantes de pulmão.(3, 4) 

 

3.2  Transplante pulmonar no Brasil 

 

O início dos transplantes pulmonares no Brasil foi bastante lento e 

restrito a poucos centros.(28) O primeiro foi realizado em 1989 pelo Dr. José J. P. 

Camargo na Santa Casa de Misericórdia em Porto Alegre(29). Em São Paulo, a 

equipe do Dr. Vicente Forte, fez o primeiro transplante pulmonar em 1990. A 

seguir e no mesmo ano, a equipe do Dr. Adib Jatene e Dr. Noedir Stolf realizou 

o primeiro transplante no Instituto do Coração (InCor). O número de transplantes 

aumentou progressivamente nos anos seguintes e também a qualidade dos 

resultados.(28)  

Dados da ABTO indicam que de Janeiro de 1997 a Dezembro de 2017 

foram realizados 1192 transplantes pulmonares no total. Atualmente, o país 

conta com 6 equipes transplantadoras de pulmão, localizadas em 4 estados, 
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sendo que São Paulo e Rio Grande do Sul correspondem a aproximadamente 

93% da produção dos transplantes, divididas de forma igualitária, com 2 centros 

para cada estado. Ceará e Bahia completam as equipes existentes. Somente no 

Rio Grande do Sul (4,6 pmp) a taxa de realização do transplante foi superior a 2 

pmp. Neste estado o aproveitamento foi de 3,2%, muito abaixo dos 20% 

esperados. Isso mostra que muito deve ser feito na manutenção dos potenciais 

doadores, nos aspectos logísticos e nos critérios de aceitação pelas equipes, 

além do número irrisório de equipes de transplante.(30, 31)  

Os pacientes que recebem a indicação para a cirurgia de transplante são 

cadastrados em uma lista e devem aguardar a disponibilidade do órgão. A lista 

de espera em nosso país é ordenada de acordo com o tempo de cadastro, e não 

leva em consideração a gravidade ou prognóstico. A mortalidade em lista ainda 

é bastante alta. No estado de São Paulo esse número é próximo de 1 a cada 5 

pacientes, e o tempo de espera médio em lista é de 23 meses.(3, 32) 

 

3.3 Fatores limitantes ao transplante pulmonar 

 

Após a descoberta da ciclosporina, dos avanços em imunossupressão, 

técnica e material cirúrgico, medicina intensiva e maior experiência das equipes 

transplantadoras, o transplante pulmonar apresentou um salto em número e 

sucesso.(1, 5, 28) A consolidação desta terapêutica como uma alternativa viável 

para o tratamento das pneumopatias graves, fez com que houvesse um aumento 

importante na procura, e consequentemente, de pacientes em listas de espera. 

Dados americanos mostram que de 1993 a 2003 houve um aumento de 147% 

de pacientes em lista de espera, ao passo que no mesmo período, houve um 
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aumento de apenas 51% no número de órgãos disponíveis.(28) Em 2011, a 

mortalidade em lista de espera no mundo foi de 15,7%.(5) Frente a este problema, 

muitos grupos começaram a discutir os motivos desse déficit e possíveis 

soluções para aumentar o número de doadores. 

O primeiro e principal motivo é a baixa taxa de aproveitamento de 

pulmões dos pacientes doadores de múltiplos órgãos com morte encefálica. 

Apenas 15 a 20% dos pulmões são adequados para o transplante. Mais de 30% 

dos pulmões que inicialmente poderiam ser captados, são descartados após a 

sua deterioração ocasionada pelas alterações promovidas pela morte 

encefálica.(5) Além disso, muitos doadores de órgãos são vítimas de trauma, 

sofrendo choque hemorrágico. Vários mecanismos foram propostos sobre como 

a perda de grande volume sanguíneo altera a função pulmonar. Dentre eles 

podemos destacar a ativação de quimiocinas relacionadas à inflamação tecidual, 

liberação de espécies reativas de oxigênio e perfusão deficitária da 

microcirculação pulmonar.(33) Quando se fala em dados brasileiros, a taxa de 

aproveitamento ainda é mais baixa, chegando a apenas 4,9%.(3, 32) Dentre os 

fatores responsáveis por esta condição, se destacam os critérios de seleção 

bastante rigorosos para os doadores de pulmão (Figura 1), e a falta de 

conhecimento e investimentos nos cuidados intensivos relacionados ao doador 

de órgãos. Sendo o segundo, um ponto bastante crítico no cenário brasileiro.(1, 

3, 5, 28, 32, 34) Outros fatores associados a baixa taxa de captação são recusa 

familiar, falta de notificação dos pacientes em morte encefálica à central de 

transplantes, problemas logísticos como falta de leitos em UTI e de 

equipamentos para constatação de morte encefálica, impossibilidade de 
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transporte do potencial doador e falta de infraestrutura para a realização de 

sorologias necessárias.(35)  

 

Figura 1 -  Listagem de critérios de seleção para doadores de pulmão ideais. 

Critérios de seleção para doadores de pulmão ideais 

1. Idade menor que 55 anos 

2. Compatibilidade ABO, Doador em morte encefálica 

3. Tamanho pulmonar apropriado compatível 

4. Raio X de tórax sem alterações 

5. PaO2/Fração inspirada de oxigênio (FiO2) > 300 com 
pressão positiva expiratória final de 5cm de H2O (PEEP) 

6. Histórico de tabagismo menor que 20 maços ano 

7. Ausência de trauma torácico 

8. Ausência de evidência de aspiração ou sepse 

9. Ausência de secreções purulentas na broncoscopia 

10. Ausência de bactérias na cultura de escarro 

11. Ausência de história de doença primária do pulmão 
ou infecção pulmonar ativa 

Fonte: Snell GI e cols., 2011. 

 

Relacionado ao manejo do doador com morte encefálica, muitos países 

criaram protocolos de atendimento e notificação para as unidades de terapia 

intensiva. As alterações fisiológicas após a morte encefálica são extremamente 

deletérias para os possíveis órgãos a serem doados. Após a declaração da 

mesma, os principais objetivos das equipes envolvidas no cuidado com o doador 

são diminuir a deterioração progressiva e manter ou melhorar a função de órgãos 

transplantáveis.(1, 5, 7) 

 Com relação aos pulmões, as causas de lesão são multifatoriais. A 

morte encefálica muitas vezes está associada ao trauma, que pode gerar 

contusão pulmonar, broncoaspiração, pneumotórax e choque hemorrágico. 
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Além disso, a grande liberação de catecolaminas gera o edema pulmonar 

neurogênico. E uma resposta inflamatória sistêmica aguda gera um infiltrado 

neutrofílico intenso, com liberação de mediadores pró-inflamatórios, causando 

mais lesão no órgão.(1, 5) A necessidade de ventilação mecânica, pode causar 

lesão pulmonar induzida pelo ventilador. Como medidas de prevenção e 

otimização dos pulmões, inclui-se estratégias de ventilação pulmonar protetoras, 

uso de corticosteroides em altas doses, mudanças de decúbito, aspiração 

frequente das vias aéreas, broncoscopia com toalete brônquica e radiografias de 

tórax seriadas.(1) 

 

3.4 Estratégias para ampliar o número de doadores 

 

Diversos países realizaram mudanças na legislação para facilitar a 

doação, notificação, captação e realização dos transplantes. Associado a isto, 

medidas de educação pública e campanhas foram estabelecidas para 

conscientizar a população sobre a doação de órgãos. Del Sorbo L et al.(5), 

mostraram através de uma meta-análise que houve aumento de 5% em doações 

de órgãos após campanhas públicas que incentivavam este fim, comparadas à 

situação basal ou a um grupo controle. 

Como medida para aumentar a captação de pulmões, diversos grupos 

vêm adotando a inclusão de critérios estendidos na seleção de doadores, o que 

inclui os denominados doadores de pulmões limítrofes, na condição de doadores 

viáveis.(1, 3, 5, 7, 9, 32, 34, 36). Pêgo-Fernandes et al., apontaram possíveis critérios 

estendidos como idade acima de 55 anos, compatibilidade sanguínea com grupo 

não idêntico, raio x de tórax com anormalidade focal ou unilateral, relação 
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gasométrica P/F < 300, histórico de tabagismo maior que 20 maços-ano, 

ausência de trauma torácico extenso e secreção em vias aéreas superiores na 

broncoscopia. Com essa medida, alguns grupos conseguiram ampliar o número 

de doadores em até 40%, com resultados de sobrevida e mortalidade 

semelhantes.(32) (Figura 2) 

 

Figura 2 -  Listagem de critérios estendidos de seleção para doadores de 

pulmão. 

Critérios estendidos para doadores de pulmão 

1. Idade acima de 55 anos 

2. Compatibilidade, grupo sanguíneo não idêntico 

3. Raio X de tórax com anormalidade focal ou unilateral 

4. PaO2/Fração inspirada de oxigênio (FiO2) < 300 com 
pressão positiva expiratória final de 5cm de H2O (PEEP) 

5. Histórico de tabagismo maior que 20 maços ano 

6. Ausência de trauma torácico extenso 

7. Secreção em vias aéreas superiores na broncoscopia 

8. Cirurgia cardiopulmonar prévia 

Fonte: Pêgo-Fernandes PM et al., 2011. 

 

Outras fontes de doadores também foram buscadas na tentativa de 

ampliar a disponibilidade de órgãos. O uso de doadores com coração parado, 

provou ser uma fonte importante e segura de pulmões. Diversos trabalhos 

publicados mostram resultados, a curto e médio prazo, semelhantes aos de 

transplantes pulmonares realizados com doadores em morte encefálica. Como 

vantagem desta fonte de doadores, podemos destacar a não exposição dos 

pulmões à cascata inflamatória associada à morte cerebral. Como desvantagem, 

identificamos um maior período de isquemia quente e total do órgão nos casos 

de morte cardíaca fora do ambiente hospitalar. Independente disto, observou-se 
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um aumento de até 20% da disponibilidade de doadores com esta fonte, sem 

aumento na mortalidade pós-transplante, nos países em que a legislação 

permite o seu uso.(5, 34, 36) 

O transplante pulmonar lobar inter-vivos é uma técnica utilizada no 

Japão e em um serviço brasileiro chefiado pelo Dr. José Camargo, com 

resultados semelhantes ou até superiores ao transplante convencional.(34, 37) 

Diversos aspectos éticos e legais estão envolvidos nesta modalidade, levando-

se em conta que o doador previamente hígido estará exposto aos riscos e 

complicações de uma cirurgia de grande porte, além da perda funcional obtida 

com a ressecção do lobo pulmonar. Na literatura, as complicações em doadores 

vivos de lobos pulmonares para transplante, apresentam uma morbidade 

variável entre 19,8 e 61,3%.(37) Outra questão importante é a aceitação da 

população com relação a possibilidade de doar um órgão em vão, considerando 

que alguns receptores apresentam nível de gravidade bastante elevado. Em 

contrapartida, esses receptores não teriam oportunidade de sobrevida caso 

tivessem que esperar na fila convencional.(28) Os resultados dos principais 

grupos que realizam o transplante pulmonar inter-vivos, indicam uma sobrevida 

variável entre 63,7 e 70% no primeiro ano e de 54% em 3 anos.(37) 

Atualmente a maioria das estratégias de manejo de doadores visam 

evitar a piora dos danos já ocorridos aos pulmões, sem promover o reparo dos 

mesmos. Neste contexto, as técnicas de recondicionamento pulmonar ganham 

cada vez mais destaque e resultados promissores. O grande trunfo destas 

técnicas é a possibilidade de ampliar o número de doadores de pulmão, sem a 

necessidade de novos doadores disponíveis, mas sim, otimizando os pulmões 

inicialmente rejeitados pelas equipes transplantadoras. 
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Na técnica de Perfusão Pulmonar ex vivo, os pulmões são perfundidos 

com uma solução acelular normotérmica conhecida como perfusato, e ventilados 

em temperatura normotérmica para mimetizar as condições fisiológicas.(5) 

Dentre as principais vantagens da técnica, podemos listar a minimização dos 

danos gerados pela isquemia fria, permite a avaliação funcional dos pulmões 

para definir ou não o uso para transplante, tem-se um ambiente ideal para 

recrutamento e re-expansão de áreas com atelectasia, permite a limpeza 

brônquica efetiva de secreções, a remoção de coágulos da circulação pulmonar 

através do uso da perfusão retrógrada no início do procedimento, permite que o 

volume e pressões definidos no ventilador mecânico sejam transferidos em sua 

totalidade aos pulmões, sem a interferência da parede torácica e do diafragma, 

a solução de preservação por ser hiperosmolar diminui o edema alveolar e a 

dextrana presente no perfusato facilita a perfusão da microvasculatura 

pulmonar.(1, 5, 7, 38) 

Novas pesquisas associam a infusão de medicamentos, como 

antibióticos, através do sistema ex vivo, com o intuito de otimizar o enxerto pré-

transplante. As vantagens desta forma de tratamento são a maior flexibilidade 

de tempo para tratamento, do que o tratamento in vivo no doador, a possibilidade 

de administração de altas doses de medicamento sem lesar os demais órgãos 

do doador e o prolongamento da meia vida dos antibióticos dentro do sistema.(9, 

38) 
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3.5 Choque hemorrágico 

 

 O choque hemorrágico é definido por uma redução significativa do volume 

sanguíneo, com redução da perfusão dos tecidos e da oxigenação celular. A 

hipo-oxigenação tecidual gera aumento do metabolismo anaeróbico, 

desencadeando acidose, inflamação e aumento da permeabilidade capilar.(39, 40) 

 Em resposta ao choque hemorrágico prolongado, há uma acentuada 

estimulação do sistema imune, que promove intensa reação inflamatória 

sistêmica. Tal reação desencadeia a liberação de grande quantidade de 

citocinas pró-inflamatórias e migração de células envolvidas na promoção de 

inflamação para os tecidos, destacando-se os neutrófilos.(41) 

 No cenário do transplante pulmonar muitos doadores de órgãos são 

vítimas de trauma, e o choque hemorrágico gerado é um dos responsáveis pela 

lesão de isquemia e reperfusão dos pulmões, levando à disfunção primária do 

enxerto. Os mecanismos envolvidos nesse processo são inúmeros e a perda 

maciça de sangue promove as seguintes alterações: ativação de quimiocinas 

responsáveis pela interação entre o endotélio e os neutrófilos; ativação da 

neutrófilo NADPH-oxidase, com liberação de espécies reativas de oxigênio, que 

funcionam como um importante mediador para implantação de macrófagos e 

inflamação pulmonar; depleção de óxido nítrico que gera uma deficiência na 

perfusão microvascular, causada por vasoconstricção e agregação 

plaquetária.(33, 42, 43)   

 Essas ações deletérias do choque hemorrágico promovem edema 

pulmonar devido ao aumento da permeabilidade capilar, com extravasamento 

de líquido para o interstício. Além do líquido, a migração de células inflamatórias 
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e das citocinas geram um grande processo inflamatório local, criando um 

ambiente desfavorável para a realização das trocas gasosas. 

Consequentemente, a relação PaO2/Fração inspirada de oxigênio (FiO2) se 

reduz e gera instabilidade ventilatória. Tais alterações muitas vezes promovem 

a rejeição da captação dos pulmões pelas equipes transplantadoras.(39, 41, 44) 

 

3.6 Células tronco 

    

 Célula tronco é uma célula que possui a habilidade de divisão 

assimétrica para produzir outra célula semelhante a si, ou uma célula mais 

diferenciada. Estas células são classificadas com base no seu tecido de 

origem.(20) 

 Células tronco embrionárias são derivadas da massa celular do 

blastocisto e são pluripotentes, ou seja, são capazes de se diferenciar em células 

de todas as linhagens. Células tronco fetais são derivadas dos tecidos extra-

embrionários, incluindo o líquido amniótico, a placenta, sangue do cordão 

umbilical e geléia de Wharton. Essas células possuem um comportamento 

intermediário de diferenciação entre as células tronco embrionárias e as células 

tronco adultas. Estas últimas, incluem as células tronco mesenquimais, as 

células progenitoras endoteliais e as células tronco endógenas pulmonares. São 

células multipotentes, que tem o potencial de se diferenciar em uma variedade 

limitada de tipos celulares maduros.(20) (Figura 3) 
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Figura 3 –  Diagrama esquemático ilustrando a hierarquia das células tronco. 

Fonte: Hayes M et al., 2012. 

         

 As células tronco mesenquimais se originam do estroma e são capazes 

de auto renovação e diferenciação em células de origem mesodérmica incluindo 

condrócitos, osteócitos e adipócitos.(20, 45) Elas foram identificadas inicialmente 

na medula óssea em 1976 por Friendenstein e cols., mas atualmente já foram 

encontradas em inúmeros tecidos, incluindo pulmão, cordão umbilical e seu 

sangue, tecido adiposo e trato gastro-intestinal.(20) 

 De acordo com a International Society for Cellular Therapy, a sua 

caracterização é geralmente baseada em 3 critérios: aderência plástica quando 

culturada em condições padrão de cultura de tecidos; expressão de CD105, 

CD73 e CD90, sem a expressão de CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 

ou marcadores de superfície HLA-DR; e diferenciação em osteoblastos, 

adipócitos e condroblastos in vitro.(46, 47) 
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 Os fatores solúveis das células mesenquimais são os produdos 

liberados por essas células quando estimuladas por um meio hostil (hipóxico, 

isquêmico, acidótico, etc). Para a obtenção dos fatores solúveis in vitro, ou 

secretoma, é realizado um pré condicionamento das MSCs em um meio 

condicionado. O pré condicionamento hipóxico das MSCs já mostrou levar os 

fatores solúveis a altos níveis de anti-oxidantes. Sendo assim, o modo de pré 

condicionamento pode impactar de forma importante na concentração dos 

fatores solúveis. Porém o melhor protocolo de pré-condicionamento ainda é 

desconhecido. Até a duração ótima de privação do soro ainda é debatida na 

literatura, variando de 12 a 72h.(46) 

 O tratamento com células tronco há muitos anos é estudado com o intuito 

de promover regeneração de tecidos e órgãos. Recentemente, novas 

aplicabilidades vêm sendo estudadas e, o uso de células tronco para 

recuperação e otimização de órgãos através da redução de inflamação e melhor 

regeneração dos tecidos por apresentar menos áreas lesadas, ganha cada vez 

mais atenção. 

 Uma série de estudos identificaram ações promovidas pelas MSCs que 

podem contribuir para prevenção da disfunção primária do enxerto. Elas 

secretam múltiplos fatores parácrinos, como fatores de crescimento, fatores que 

regulam a permeabilidade endotelial e epitelial, citocinas anti-inflamatórias e 

peptídeos anti-microbianos, que podem modular a resposta imune e facilitar o 

reparo e a regeneração.(14, 16, 20, 48, 49) Por exemplo, suprimem as respostas 

celulares T alogênicas através da secreção de fatores solúveis como 

prostaglandina E-2 (PgE2), IL-10 e IL-6, modulam a função da células 

dendríticas, indiretamente regulam as atividades de células T e B, alteram o 
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fenótipo das células NK e suprimem sua proliferação, diminuem os níveis de 

citocinas como o TNF-alfa, IFN-gama e IL-12 e aumentam IL-10.(50) Essa ação 

parácrina, através da liberação de FS-MSC, parece exercer um papel 

fundamental na ação das MSCs, em detrimento da ação direta destas células 

nos órgãos.(16, 51) (Figura 4) 

 

Figura 4 – Diagrama esquemático demonstrando os potenciais mecanismos 

pelos quais as células tronco mesenquimais (MSC) podem modular a resposta 

imune. 

 

Fonte: Hayes M et al., 2012. 

 

 As possíveis vantagens no uso das MSCs para o tratamento de 

doadores de órgãos são a sua derivação de tecidos adultos, sua baixa 

imunogenicidade, permitindo aplicação alogênica, sua relativa facilidade de 

isolamento e seu enorme potencial de expansão em cultura. Por outro lado, 

ainda existem uma série de barreiras para translação para uso clínico. A via mais 
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eficiente de administração ainda não está definida, a dosagem ideal também não 

é conhecida, não há nenhum método validado de mensuração da bioatividade 

das MSCs in vivo e há uma falta de protocolos padronizados para o isolamento 

e caracterização dessas células.(20) 

 Estudos recentes mostraram resultados promissores sobre as ações 

imunomodulatórias e efeitos protetores das MSCs sobre as células, através da 

liberação de citocinas e fatores de crescimento. Dentre eles podemos destacar 

a redução da morte celular induzida por hipóxia e otimização da formação tubular 

das células endoteliais aórticas humanas; Proteção dos cardiomiócitos da morte 

celular induzida por hipóxia e limitação da área de infarto do miocárdio in vivo; 

Melhora na cicatrização de um modelo de ferida de parede em camundongo; 

Reversão da morte de hepatócitos e aumento de sobrevida em insuficiência 

hepática fulminante induzida quimicamente; Melhora de lesão intestinal induzida 

por radiação. E diversas injúrias pulmonares obtiveram melhora por redução do 

processo inflamatório.(16, 17, 21, 48, 52-54) 

 

3.7 Células tronco mesenquimais e pulmão 

 

Após as descobertas das ações anti-inflamatórias e imunomodulatórias 

das MSCs, diversos grupos iniciaram pesquisas para o tratamento de desordens 

pulmonares de origem inflamatória e infecciosa. Ainda existe um grande número 

de controvérsias acerca dos mecanismos de ação, vias de administração, 

farmacocinética e farmacodinâmica das MSCs no tratamento de patologias 

pulmonares.(16, 18) 
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Após a infusão venosa, Eggenhofer E et al.(18) rastrearam a localização 

das MSCs, através da marcação radioativa destas células. Identificou-se que 

uma hora após a administração, 60% das células estavam nos pulmões e uma 

menor parcela no fígado. Após 24h, observou-se uma redução drástica da 

concentração dessas células no pulmão, enquanto houve um aumento no fígado 

e uma pequena quantidade no baço. Mesmo com essa não implantação das 

células no pulmão, muitos trabalhos indicaram excelente ação protetora e anti-

inflamatória no tecido pulmonar. Fato este que corrobora com a hipótese de que 

as principais ações das MSC no pulmão estão associadas com sua função 

parácrina, através da liberação de FS-MSC.(16, 51) 

Alguns estudos demonstraram que os FS-MSC através de sua ação 

parácrina, apresentam um papel importante para o reparo tecidual, 

principalmente pelas suas propriedades anti-inflamatórias, anti-apoptóticas, 

angiogênicas e imunomodulatórias. Outros trabalhos sugeriram que as MSCs 

possuem a capacidade de transferir microvesículas para outras células, 

contendo mitocôndria, proteínas e microRNA, aumentando os níveis de atividade 

dessas células e otimizando suas funções no combate aos processos 

inflamatórios.(19, 22, 55) 

Os principais FS-MSC identificados até então, e que podem mediar os 

efeitos regenerativos das MSCs são IL-10, Antagonista do receptor IL-1, Fator 

de crescimento de queratinócitos e prostaglandina E2. Esses produtos da ação 

parácrina modulam o transporte de íons e fluidos alveolares, controlam a 

permeabilidade da barreira alvéolo-capilar e reduzem o processo inflamatório 

pulmonar, que são os pontos principais nos mecanismos de lesão pulmonar 
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aguda.(16, 21, 51) Já é sabido que os fatores são liberados em quantidades 

diferentes de acordo com o meio a que as células mesenquimais são expostas. 

A matriz extra-celular composta por agentes inflamatórios (TNF-alfa, IL1-beta e 

óxido nítrico), condições de hipóxia ou com alterações provocadas por fármacos 

provou estimular as MSCs a secretarem seus fatores solúveis.(16, 45, 48) 

Em vários modelos de lesão pulmonar aguda, a secreção de fator de 

crescimento de queratinócitos e angiopoietina-1 pelas MSCs mostraram proteger 

o epitélio e o endotélio alveolar de lesão, em termos de permeabilidade de 

proteínas e perda do clearence de fluido alveolar. Outros FS-MSC como IL-10, 

PGE2 ou fator de crescimento transformador-β (TGF-β) mostraram efeitos 

benéficos em suprimir a inflamação.(46) 

Além da lesão pulmonar aguda, os FS-MSC também mostraram 

resultados promissores em asma e enfisema crônico, em termos de redução de 

inflamação e de dano histológico sobre a região bronco-alveolar e o parênquima 

pulmonar. Os efeitos benéficos dos FS-MSC foram parcialmente explicados pela 

superexpressão de IL-10 estimuladas pelo aumento de resposta T celular 

reguladora. Também por secreção adicional de IL-10 por parte dos 

monócitos/macrófagos.(46) 

Em suma, esses achados sugerem fortemente que os FS-MSC são 

capazes de recaptular os efeitos terapêuticos das MSCs em lesão pulmonar 

aguda e outras doenças inflamatórias pulmonares através da ativação de 

agentes anti-inflamatórios e anti-apoptóticos.(46) 

Muitos estudos experimentais, com o uso de MSCs e FS-MSC, foram ou 

estão sendo realizados relacionados ao tratamento de patologias pulmonares. 
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Asma, Fibrose pulmonar, hipertensão pulmonar, DPOC, lesão por reperfusão, 

Doença do enxerto versus hospedeiro, lesão pulmonar aguda e Displasia 

bronco-pulmonar estão entre as principais patologias pesquisadas. Gupta, N et 

al.(56), demonstraram em um modelo de lesão pulmonar aguda induzida por 

lipopolissacarídeos em camundongos que, a administração intravenosa ou 

endotraqueal de MSCs reduziram significativamente a inflamação e lesão 

alveolar, melhoraram o clearence de fluido alveolar e reduziram a mortalidade. 

Liu et al.(52), em um modelo de hipertensão pulmonar induzida em ratos, 

mostraram que o uso de FS-MSC foi capaz de reduzir significativamente a 

inflamação através da supressão de TNF-alfa, e consequentemente diminuindo 

a hiperproliferação das células musculares lisas da artéria pulmonar, se tornando 

então uma nova possibilidade terapêutica no tratamento desta patologia. Ionescu 

L et al.(21), utilizaram os FS-MSC por via intratraqueal para o tratamento da lesão 

pulmonar aguda induzida por lipopolissacarídeo derivado da bactéria E.coli em 

ratos, e obtiveram redução importante do processo inflamatório através do 

aumento da atividade macrofágica. Tian-Shun Lai et al.(53), promoveram lesão 

pulmonar induzida pelo ventilador mecânico em ratos, e identificaram melhora 

dos parâmetros inflamatórios nos animais tratados antes da indução de lesão 

com MSC por via venosa. Em um modelo de choque hemorrágico em ratos, Pati 

S. et al.(57), obtiveram redução de inflamação após a infusão venosa de MSC. 

Esse tratamento promoveu inibição de TNF-alfa e reduziu o número de 

leucócitos e linfócitos locais, comparados à grupos controle. 

Relacionados a estudos clínicos, a grande maioria das pesquisas estão 

em estágios iniciais. Muita cautela está sendo adotada visto que na grande 

maioria das vezes as células utilizadas são de indivíduos com antígenos 
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leucocitários incompatíveis.(58) Um estudo piloto realizado na Rússia com 11 

pacientes portadores de lesão pulmonar induzida por radioterapia, realizou 

tratamento com MSC autóloga e obtiveram resultados satisfatórios.(59) A 

Universidade de Columbia realizou um estudo fase 1 com MSC em pacientes 

com infarto agudo do miocárdio e identificaram melhora do volume expiratório 

final no primeiro segundo (VEF1) e na capacidade vital forçada (CVF) dos 

pacientes tratados.(60) Tais resultados motivaram um estudo de fase 2 com MSC 

e pacientes com DPOC moderado a severo, porém não houve melhora clínica 

satisfatória ou redução de exacerbações da doença com o tratamento realizado, 

apenas redução da proteína C reativa dos pacientes.(20, 61) 

Especificamente sobre transplante pulmonar e tratamento com MSC há 

poucos trabalhos publicados. Wittwer T et al.(62), da Universidade de Colônia na 

Alemanha, publicaram em 2014 um trabalho experimental em porcos, com um 

modelo de doador de órgãos em morte cardíaca e realizaram um pré tratamento 

com MSC por via venosa e endobrônquica em grupos distintos. No grupo tratado 

por via venosa observou-se um aumento da resistência vascular periférica e uma 

redução da oxigenação comparado ao grupo controle. Já o grupo tratado por via 

endobrônquica, apresentou melhora importante da complacência pulmonar 

também comparado ao grupo controle. Um estudo translacional publicado em 

2013, utilizou pulmões humanos rejeitados por equipes de transplante da 

Califórnia, e infundiram MSC via perfusão pulmonar ex-vivo. Após 4 horas de 

perfusão, foi identificada restauração do clearence de fluido alveolar nos órgãos 

tratados. Tais resultados sugerem que o uso de MSCs podem se tornar uma 

grande alternativa para o controle do edema pulmonar nos doadores de órgãos, 
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e consequentemente aumentar a disponibilidade de órgãos viáveis para o 

transplante.(14) 

Porém, algumas preocupações e cautela devem ser incluídas ao se 

planejar os estudos em humanos. A melhor via de administração ainda não está 

estabelecida. A posologia e a dose mínima efetiva também não estão definidas. 

As MSCs não possuem um marcador específico e os seus marcadores não são 

expressos apenas por elas. Além disso, há uma deficiência de protocolos 

padronizados para o isolamento e caracterização das mesmas. 

Complementando, não há nenhum método validado para a medição da 

bioatividade das MSCs in vivo.(20, 63, 64)  

Outro ponto importante é que as MSCs possuem algumas características 

semelhantes às de células tumorais, como meia vida longa, resistência relativa 

a apoptose e a habilidade de se replicar em longos períodos de tempo. Tais 

aspectos poderiam favorecer a uma transformação maligna dessas células a 

longo prazo. Sendo assim, mais pesquisas e testes devem ser realizados para 

evitar riscos e complicações com uso das MSCs em humanos.(20, 63, 64)
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 O presente estudo teve a aprovação da Comissão de Ética para Análise 

de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) e da Diretoria Clínica do HCFMUSP 

(Protocolo de pesquisa nº 188/14).        

 Os animais utilizados durante o experimento foram fornecidos pelo 

biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo - FMUSP. Os 

animais foram mantidos no Biotério da Divisão de Experimentação do Instituto 

do Coração, em ambiente convencional, água e ração balanceada ad libitum. 

Todo protocolo experimental foi realizado no Laboratório de Pesquisa em 

Cirurgia Torácica (LIM 61) localizado na Divisão de Experimentação Animal do 

Instituto do Coração.  

 As MSCs e os FS-MSC foram fornecidos pelo Centro de Pesquisa do 

Genoma Humano e Células Tronco do Instituto de Biociências da Universidade 

de São Paulo. 

 

4.1  Delineamento do estudo  

 

 Foram utilizados 48 ratos machos adultos, Sprague Dawley com peso 

médio de 250 a 350 gramas. O protocolo foi baseado nos princípios éticos 

segundo as normas vigentes do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal - 

COBEA que regem sua utilização na pesquisa científica.  

 Os animais foram distribuídos aleatoriamente através de sorteio nos 

seguintes grupos experimentais: 

• Grupo MSC (Choque + MSC): 12 animais submetidos à cateterização 

vascular, induzidos ao choque hemorrágico, e tratados com reposição de 

25% do volume de sangue retirado, seguida da infusão de célula tronco 
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mesenquimal via veia femoral. 

• Grupo FS (Choque + Fatores solúveis produzidos pelas MSCs): 12 

animais submetidos à cateterização vascular, induzidos ao choque 

hemorrágico, e tratados com reposição de 25% do volume de sangue 

retirado, seguida da infusão de FS-MSC via veia femoral. 

• Grupo Choque: 12 animais submetidos à cateterização vascular, 

induzidos ao choque hemorrágico, e tratados com reposição de 25% do 

volume de sangue retirado. 

• Grupo Sham: 12 animais submetidos à cateterização vascular. 

 

4.2 Isolamento e cultivo das células tronco mesenquimais humanas 

 

O isolamento e o cultivo de MSCs do tecido adiposo humano foram 

realizados de acordo com protocolos já descritos na literatura(65). 

O processo se iniciou pela obtenção de amostra de tecido adiposo 

(lipoaspirado ou biópsia). A amostra foi coletada em tubos de 50 ml contendo 

meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e 2% de antibiótico e anti-

micótico. A amostra pôde ser processada imediatamente após a coleta ou 

armazenada em refrigerador a 4 ° C no tubo com DMEM e antibiótico, até o 

processamento. 

A seguir foi realizada a lavagem da amostra com PBS (solução salina 

tamponada com fosfato), com 2% de antibiótico e anti-micótico. O volume de 

PBS foi o dobro do volume da amostra. Esse passo foi repetido duas vezes 

(passo importante para remover as células sanguíneas). Após o passo de 

lavagem, foi preparada a solução de digestão: 0,075% de colagenase. A 
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colagenase foi diluída com PBS; O volume utilizado desta solução foi 

aproximadamente metade do volume da amostra de tecido. A digestão da 

amostra foi realizada durante 30 min a 37 ° C. 

Procedeu-se com a neutralização da atividade enzimática com DMEM 

contendo FBS a 10% (soro bovino fetal) e 1% de antibiótico e anti-micótico, a 

seguir o material foi centrifugado a 1200 RPM durante 10 min para se obter o 

sedimento. O mesmo foi ressuspenso em DMEM contendo 10% de FBS e 1% 

de antibiótico e anti-micótico, plaqueado e incubado durante a noite à 37 ° C e 

5% de CO2 (Concentração: 5000 células / cm 2). 

Após essa incubação, as placas foram lavadas extensivamente com PBS 

contendo 2% antibiótico e anti-micótico para remover os detritos, e as células 

foram incubadas com meio de crescimento.  

As células foram armazenadas na concentração 1x107 células em 1ml do 

próprio meio de cultivo para serem aplicadas em dose única. Estudos pilotos 

realizados pelo Centro de Pesquisa do Genoma Humano e Células Tronco 

verificaram que a solução não é tóxica e as células se mantém viáveis neste 

meio.(66) 

 

4.3  Preparação dos fatores solúveis das MSCs 

 

 Para obter os FS-MSC, as MSCs foram cultivadas em meio isento de soro 

(T225 com 80% de confluência). A seguir foram enxaguadas três vezes com 

36ml de PBS e adicionado 36ml do meio de cultivo DMEM/f12 sem soro + 

antibióticos. Incubado por oito horas e novamente enxaguado por três vezes com 

36ml de PBS, com posterior acréscimo de 36ml de DMEM/f12 sem soro + 
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antibióticos. Nova incubação por 20 horas. A seguir o meio foi coletado e as 

células contadas, seguido de centrifugação de 300g por 5 minutos para remoção 

dos debris. O sobrenadante foi coletado e o meio condicionado armazenado para 

uso.  

Os FS-MSC foram armazenados no próprio meio em volume de 1ml para 

serem aplicados em dose única em cada animal do grupo indicado. Não houve 

quantificação nem identificação de quais fatores estavam presentes no meio 

condicionado pois tais análises já haviam sido realizadas em estudos prévios 

pelo Centro de Pesquisa do Genoma Humano e Células Tronco.(67) 

 

4.4  Procedimento cirúrgico 

 

Os animais foram sedados em câmara de acrílico com isoflorano a 5%, 

pesados e fixados em prancha de preparação. Procedeu-se com intubação por 

via oro-traqueal com cânula adequada para pequenos animais e início da 

ventilação mecânica em ventilador para pequenos animais (Harvard Apparatus, 

modelo 683), com volume corrente de 10 ml/kg e frequência de 80 ciclos por 

minuto.  

Com o animal posicionado na prancha realizou-se a assepsia e 

tricotomia da região femoral direita, procedendo com a dissecção da região para 

o isolamento e canulação da artéria e veia femoral (Figura 5). O cateter foi 

confeccionado com tubos tipo Tygon (Critchley, Austrália) 4 cm de Polietileno 

(PE-10) unido com auxílio de uma haste metálica, à 13 cm de Polietileno (PE-

50) e preenchido com solução salina e heparina (Figura 5).  
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Figura 5 -  Isolamento da região femoral direita para canulação da artéria e 

veia femoral. 
 

 
 
 

Para a inserção do cateter na artéria e veia femorais utilizamos um 

microscópio estereoscópio binocular com aumento de 4.5X (Olympus, modelo 

SZ6145). O catéter da artéria femoral direita foi conectado a um monitor (Dixtal, 

DX2021, Brasil) para registro da pressão arterial média (PAM). O cateter da veia 

femoral direita foi utilizado para a indução e manutenção do choque hemorrágico, 

através da retirada de sangue, assim como para reposição sanguínea e 

administração das MSCs e FS-MSC (Figura 6).  
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Figura 6 -  Canulação com tubo de polietileno. Seta: Cateter Tygon. 

 
 

 
4.5 Modelo de choque hemorrágico 

 

O Choque hemorrágico foi induzido pela retirada de sangue em alíquotas 

sucessivas através do catéter posicionado na veia femoral direita, utilizando 

seringas previamente heparinizadas.  A retirada de sangue foi realizada até que 

a PAM atingisse 40 mmHg, nos primeiros 10 minutos do experimento. A seguir 

os ratos foram mantidos chocados por 50 minutos com este nível pressórico, 

através da retirada ou reinfusão do sangue em casos de alteração da PAM (±5 

mmHg). Nosso modelo de choque hemorrágico foi baseado na publicação de 

Vincenzi et al.(44) e seguido conforme publicação de nosso grupo.(68) (Figura 7) 
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Figura 7-  Esquematização do procedimento experimental. 

 

 
 

O grupo Sham e o grupo Choque foram monitorados durante todo o 

período do experimento. Os grupos MSC e FS foram submetidos ao tratamento 

com reposição sanguínea após o choque hemorrágico. O grupo MSC recebeu a 

infusão de células tronco mesenquimais na concentração de 1 x 107 em 1ml do 

próprio meio no período de 5 minutos. O grupo FS recebeu a infusão do meio 

condicionado contendo os fatores solúveis das MSCs no volume de 1ml no 

período de 5 minutos. 

Nos animais submetidos ao choque hemorrágico (grupos MSC, FS e 

Choque), após o término do período de manutenção do choque, realizou-se a 

reinfusão de 25% do sangue retirado. A Pressão arterial média (PAM) foi 

observada durante os 115 minutos (Figura 8). 
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Figura 8 - Monitoração do animal durante 115 minutos. 

 
 

 
Ao término da observação de 115 minutos, procedeu-se com a extração 

do bloco cardiopulmonar do animal doador.        

 

4.6 Extração pulmonar 

 

Uma laparotomia com ressecção do esterno foi realizada e o diafragma 

foi aberto radialmente com cautela para não lesionar o pulmão. Por meio da 

timectomia o coração foi exposto, procedendo com ventriculotomia direita 

adjacente à artéria pulmonar, secção da veia cava inferior e ventrículo esquerdo 

longitudinalmente na ponta. A perfusão pulmonar anterógrada foi realizada com 

a solução de preservação (Perfadex®, Vitrolife Göteborg, Suécia), através de 

uma cânula introduzida na artéria pulmonar pela ventriculotomia direita. A 
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solução de preservação foi administrada por gravidade a partir de um 

reservatório posicionado 20 cm acima do coração, com drenagem espontânea 

do efluente pela ventriculotomia esquerda. Ao término da perfusão, a traquéia foi 

ligada com um fio abaixo da cânula e a extração pulmonar foi realizada em 

sentido craniocaudal a partir do estreito cervicomediastinal superior, por tração 

anterior e inferior da traquéia com dissecção do mediastino posterior. (Figura 9)  

 

Figura 9 - Etapas do procedimento de extração pulmonar. A) perfusão 

pulmonar anterógrada do pulmão com Perfadex®.  B) ligadura 

traqueal com os pulmões insuflados. C) extração do bloco cardio-

pulmonar em sentido crânio-caudal. 

 

 

Do total de 48 animais, 24 foram destinados para análise histopatológica 

em lâminas de hematoxilina e eosina (HE) e análise de citocinas inflamatórias 

(TNF-α, IL-6, IL1-β, IL-10) através da técnica multiplex. Utilizou-se o lobo 

superior direito para esta análise. Os outros 24 animais foram submetidos a 

coleta de lavado bronco-alveolar (LBA), sendo este material utilizado para 

análises, por meio da dosagem de TNF-α, IL-6, IL1-β, IL-10, iCAM e vCAM 

através da técnica de ELISA. 
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4.7  Análise histológica (HE) 

Os lobos superiores direito dos pulmões foram imersos em formalina 

tamponada a 10% para fixação. Após 24 horas, foram confeccionados blocos de 

parafina com os fragmentos, os quais foram seccionados em cortes de 5μm e 

corados com hematoxilina-eosina. As análises foram realizadas em duplicata por 

indivíduos diferentes capacitados e totalmente cegados quanto aos grupos do 

estudo aos quais pertenciam as lâminas. Estas lâminas foram analisadas em 

microscópio Olympus CX22LED com um retículo de pontos e retas. Em cada 

lâmina foram avaliados 15 campos de maior aumento do retículo, com contagem 

dos pontos que tocavam as áreas de parênquima pulmonar, e contagem do total 

de neutrófilos. Através da área do retículo pré-determinada, foi possível estimar 

a área de parênquima pulmonar de cada animal analisado, e a relação da 

contagem de neutrófilos com a área de parênquima nos forneceu a densidade 

de neutrófilos por micrômetro quadrado (μm2) de tecido pulmonar. A seguir os 

valores foram convertidos para centímetros quadrados (cm2) para facilitar os 

cálculos. (Figura 10) 

Figura 10 - Corte histológico de pulmão de rato com retículo de pontos e retas 

para análise morfométrica. 
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4.8  Análise de citocinas inflamatórias no tecido pulmonar 

 A proteína total dos tecidos dos animais foi preparada através da adição 

do tampão RIPA (RIPA Lysis Biffer, 10x – MERK#20-188) a uma proporção de 

0,4ml para cada 0,1g de tecido. Cada 1ml do tampão RIPA diluído foi adicionado 

10uL de coquetel inibidor de proteases (Protease Inhibitor Cocktail Set I 

(MERK#53131). A seguir a mistura foi homogeneizada no gelo com auxílio do 

homogeneizador (Fisherbrand™ Pellet Pestles™) e o homogenato foi transferido 

para um tubo eppendorf de 2ml. O material foi incubado em gelo por 10min e 

centrifugado a 10.000g a 4° C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e 

transferido para um novo tubo eppendorf. As proteínas totais de cada amostra 

foram quantificadas para normatização do valor encontrado no ensaio (Kit BCA 

PROTEIN ASSAY MERK#71285).  

 Este material foi então encaminhado para análise multiplex das citocinas 

inflamatórias TNF-α, IL-6, IL1-β, IL-10 pela metodologia xMap ( Luminex™ xMAP 

- kit Cat. # RECYTMAG-65K-04(Il1b, IL6, IL10 e TNFa) Millipore (St. Charles-

Missouri-USA).  

 

4.9  Lavado bronco-alveolar (LBA) 

 

Após a extração do bloco cárdio-pulmonar, a traquéia foi isolada. O LBA 

foi obtido com a locação de um cateter de 20fr na traquéia, através do qual foi 

infundido 3ml de solução fisiológica a 0,9% e a seguir aspirado de volta no maior 

volume possível retrogradamente. O volume coletado foi centrifugado a 2500rpm 

a 4° por 10 min, e a seguir despejado em eppendorfs, sendo armazenado em 

freezer a -80°C. 
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4.10  Análise imunoistoquímica no LBA (ELISA) 

 

Para determinação dos níveis de TNF- α, IL-1β, IL-6, IL-10, iCAM e vCAM, 

no lavado bronco alveolar, utilizamos kits comercialmente disponíveis para 

imunoensaio enzimático, específico para a análise das substâncias citadas em 

ratos (Quantikine Rat IL-6, Quantikine Rat IL-1β e Quantikine Rat TNF-α, 

Quantikine Rat IL-10, Quantikine Rat iCAM, Quantikine Rat vCAM, R&D Systems 

Inc, Minneapolis MN- USA). Todas as análises foram realizadas em duplicata. 

 

4.11  Quantificação de leucócitos no sangue periférico 

 

 Foram colhidas amostras de sangue periférico (20µL), extraídas da 

cauda dos ratos em dois momentos do protocolo experimental do estudo: No 

início do protocolo, imediatamente antes da indução do choque hemorrágico; E 

ao final do protocolo, antes da extração pulmonar. Essas amostras foram 

analisadas através da contagem total de neutrófilos em Câmara de Neubauer. 

 

4.12 Análise estatística 

 

4.12.1  Análise estatística descritiva 

 

As análises descritivas para os dados quantitativos foram realizadas, 

apresentando as médias acompanhadas dos respectivos desvios padrão (DP). 

Os dados sem distribuição normal foram apresentados com mediana e intervalos 

interquartil IQ (25-75%). Os pressupostos da distribuição normal em cada grupo 
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e a homogeneidade das variâncias entre os grupos foram avaliados 

respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene. 

 

4.12.2  Análise estatística inferencial 

 

Para análise de dois fatores (Grupo e Tempo), foi utilizada ANOVA de 

duplo fator de medidas repetidas para um único fator (Tempo). O Teste Anova 

de um único fator foi utilizado para avaliar as variáveis de distribuição normal 

(Densidade de neutrófilos, IL-1β, iCAM e vCAM). Quando foi necessário realizar 

comparações múltiplas de médias, nós utilizamos o teste de Bonferroni. 

As interleucinas TNF-α, IL-6 e IL-10 não apresentaram distribuição 

normal. Para estas, utilizamos o teste de Kruskall Wallis. Quando foi necessário 

realizar comparações múltiplas, foi utilizado o teste de Dunn. 

Foi considerado um α de 0,05 em todas as análises inferenciais. As 

análises estatísticas descritivas e inferenciais foram executadas com o software 

SPSS versão 21 (SPSS 21.0 for Windows). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados 
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Os resultados estão representados em gráficos de média e desvio padrão.  

 

5.1 Pressão arterial média  

 

 No início do experimento, não houve diferença estatística significante 

entre os grupos relacionado aos valores da pressão arterial média (PAM), 

mostrando homogeneidade entre os grupos (p>0,05).  

No grupo Sham a PAM permaneceu constante durante todo o período de 

monitoração, com pequenas oscilações ao longo do experimento durante 190 

minutos.     

Os grupos Choque, FS e MSC foram induzidos ao choque hemorrágico 

do período inicial até o décimo minuto, com queda dos valores de PAM conforme 

previsto. A comparação das médias de PAM no tempo 10 minutos com o 

momento basal apresentou diferença estatística significante (p<0,001). No 

período de manutenção do choque hemorrágico (10 a 60 minutos), a PAM destes 

grupos apresentou diferença estatística quando comparada à do grupo Sham 

(p<0,001).      

Após a reposição sanguínea e término do choque hemorrágico (70 

minutos), os grupos Choque, FS e MSC apresentaram diferença estatística 

significante quando comparados ao grupo Sham (p<0,05), mas não 

apresentaram diferença entre si. (p>0,10). Ao término do experimento, as médias 

pressóricas se mantiveram em proporções semelhantes às do momento descrito 

anteriormente, permanecendo com os mesmos valores de p. Esses resultados 

nos permitem concluir que nosso modelo de choque aplicado é efetivo no que 

tange às alterações dos níveis pressóricos. (Gráfico 1) 
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Gráfico 1- Pressão Arterial Média in vivo dos animais. Observamos diferença 
estatística significante nos grupos submetidos ao choque 
hemorrágico (Choque, FS e MSC) quando comparado ao momento 
basal (¥ p<0,001). Durante a manutenção do choque hemorrágico 
há diferença estatística dos grupos Choque, FS e MSC quando 
comparado ao grupo Sham (¤ p<0,001). Ao término de 70 e aos 
190 minutos os grupos Choque, FS e MSC apresentaram diferença 

estatística significante quando comparados ao grupo Sham (∞ 

p<0,05). 
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5.2 Quantificação de leucócitos no sangue periférico  

 

Quando realizada a comparação em cada grupo entre as dosagens de 

leucócitos do sangue periférico no momento inicial do protocolo experimental e 

no momento final, o grupo Sham não apresentou diferença estatisticamente 

significante entre seus dois momentos (p = 0,805), porém, os demais grupos 

apresentaram aumento do número de leucócitos ao final do experimento. 

(p<0,001).(Gráfico 2)  

 
Gráfico 2- Gráfico comparativo relativo à quantificação de leucócitos do 

sangue periférico coletadas no momento inicial do protocolo 
experimental e no momento final em cada grupo. Houve diferença 
estatística na comparação dos grupos Choque, FS e MSC, os quais 
apresentaram aumento do número de leucócitos no momento final. 
(p<0,001). O grupo Sham não apresentou diferença entre suas 
quantificações (p=0,805). 

 

 

 

No momento inicial não houve diferença estatisticamente significante 

entre os grupos (p=0,33). No momento final os grupos Choque, FS e MSC 

apresentaram quantificação de leucócitos elevada (23.071, 25.769, 23.783) em 

relação ao grupo Sham (13.788), com diferença estatística entre os grupos 
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(p=0,002), e nas comparações múltiplas foi identificada diferença relacionada 

apenas ao grupo Sham quando comparado aos grupos Choque, FS e MSC. 

(Gráfico 3) (Tabela 1) 

 

Gráfico 3- Gráfico comparativo entre os momentos inicial e final da 
quantificação de leucócitos do sangue periférico nos grupos do 
estudo. Não houve diferença estatística no momento inical entre os 
grupos(p=0,33). Ao final do experimento a quantificação de 
leucócitos foi maior nos grupos Choque, MSC e FS (p=0,002), 
sendo a diferença encontrada nas comparações múltiplas entre 
Sham vs Choque (*p=0,02), Sham vs FS (**p=0,006) e Sham vs 
MSC (***p=0,01). 

 

 

 
Tabela 1- Comparações múltiplas relacionadas à quantificação de leucócitos 

do sangue periférico, coletadas no momento final do experimento. 
 

Grupos p 

Sham x Choque 0,02 

Sham x FS 0,006 

Sham x MSC 0,01 

FS x MSC >0,05 

Choque x FS >0,05 

Choque x MSC >0,05 
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5.3 Análise histológica 
 

5.3.1  Análise histológica – HE 

 

Em relação a densidade de neutrófilos houve  diferença estatística 

significante  entre os grupos ( p<0,001). O grupo MSC apresentou maior 

densidade de neutrófilos com 180,77 neutrófilos/cm2 quando comparado com os 

demais grupos e o grupo FS apresentou a menor densidade de células com 

40,38 neutrófilos/cm2 (Gráfico 4).  

 

Gráfico 4- Gráfico comparativo relativo ao Infiltrado neutrofílico dos grupos, 
medido em densidade de neutrófilos. Houve diferença estatística 
na comparação entre os grupos, com o grupo FS apresentando a 
menor densidade (p<0,001). Nas comparações múltiplas houve 
significância estatística nas comparações Sham vs Choque 
(*p<0,001), Sham vs MSC (*p<0,001), Choque vs FS  (*p<0,001) e 
FS vs MSC (*p<0,001). 

 

 
 

 

Ao realizarmos as comparações múltiplas, os grupos Sham e Choque 

apresentaram significância estatística em sua relação ( p< 0,001), sendo a 

densidade de neutrófilos do grupo Sham de 60,11 neutrófilos/cm2, enquanto o 
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grupo Choque apresentou 172,52 neutrófilos/cm2. Tais valores sugerem a 

eficácia do modelo de choque hemorrágico em gerar aumento do infiltrado 

inflamatório. 

Ao compararmos os grupos Choque e FS, verificamos significância 

estatística ( p<0,001), com densidades de neutrófilos de 172,52 neutrófilos/cm2 

e 40,38 neutrófilos/cm2 respectivamente, dados que sugerem uma eficácia da 

ação dos FS-MSC para redução do infiltrado neutrofílico. Já a comparação entre 

Choque e MSC não apresentou diferença entre os grupos ( p>0,05), o que 

sugere ausência de ação das MSCs após infusão venosa, ou de tempo hábil 

para sua ação anti-inflamatória. 

Isoladamente, FS versus MSC apresentou significância estatística 

(p<0,001), sendo a densidade de neutrófilos do primeiro bastante inferior a do 

segundo (40,38 vs 180,77 neutrófilos/cm2). (Tabela 2) 

 

Tabela 2- Comparações múltiplas relativas à densidade de neutrófilos dos 
grupos do estudo. 

 

Grupos p 

Sham x Choque <0,001 

Sham x FS >0,999 

Sham x MSC <0,001 

FS x MSC <0,001 

Choque x FS <0,001 

Choque x MSC >0,999 
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 5.3.2  Análise de citocinas inflamatórias no tecido pulmonar 

 As dosagens das citocinas inflamatórias TNF-α, IL-6, IL1-β, IL-10 no 

tecido pulmonar não apresentaram significância estatística em nenhuma das 

comparações. Os valores de p encontrados foram respectivamente 0,21; 0,21; 

0,58 e 0,08. 
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5.4 Lavado bronco-alveolar – ELISA 

 

5.4.1  Dosagem de TNF-α 

     

       Houve diferença estatística entre os grupos com p=0,014 relacionada à 

dosagem da interleucina no lavado bronco-alveolar. O grupo FS apresentou 

maiores níveis de TNF-α  quando comparado com os demais grupos. O grupo 

com os menores níveis apresentados foi o grupo Sham. (Gráfico 5) 

 
Gráfico 5 - Comparação das dosagens de TNF-α entre os grupos no lavado 

bronco-alveolar realizadas através da técnica ELISA. A maior 
dosagem foi identificada no grupo FS, com diferença estatística 
entre os grupos (p=0,014). Nas comparações múltiplas a diferença 
estatística significativa foi encontrada em Sham vs FS (*p=0,03) e 
Choque vs FS (** p=0,02). 
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       Nas comparações múltiplas encontramos diferença estatística significante 

entre Sham vs FS (p=0,03) e Choque e FS (p=0,02), com o grupo FS 

apresentando maior dosagem em ambas as comparações. (Tabela 3) 

 

Tabela 3- Comparações múltiplas relacionadas à dosagem de TNF-α no 
lavado bronco-alveolar. 

 
 

Grupos p 

Sham x Choque 1,00 

Sham x FS 0,03 

Sham x MSC 1,00 

FS x MSC 0,44 

Choque x FS 0,02 

Choque x MSC 1,00 
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5.4.2  Dosagem de IL-1 β 

 

Em relação a quantificação dos níveis de IL-1β no lavado bronco-alveolar 

dos grupos houve diferença estatísticamente significante (p=0,009). O grupo FS 

apresentou a maior dosagem da interleucina quando comparado aos demais 

grupos, com valor de 0,34 pg/mL. (Gráfico 6)  

 

Gráfico 6- Comparação da dosagem de IL-1β entre os grupos no lavado 
bronco-alveolar realizada através da técnica ELISA. Houve 
diferença estatística entre os grupos, com o grupo FS 
apresentando a maior dosagem (p=0,009). Nas comparações 
múltiplas houve diferença estatísticamente significante entre Sham 
vs FS (*p=0,015), Choque vs FS (**p=0,03), FS vs MSC 
(***p=0,027). 
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Quando comparados de forma isolada, os grupos Sham e Choque não 
apresentaram diferença (p>0,05). O grupos FS e MSC apresentaram diferença 
estatística (p=0,027) com valores de IL-1β de 0,34 e 0,15 pg/mL 
respectivamente. Entre os grupos Choque e MSC não houve diferença (p>0,05). 
Porém, entre Choque e FS houve diferença estatística (p=0,03) com valores 
respectivos de IL-1β de 0,16 e 0,34 pg/mL, indicando um maior nível de 
inflamação para o grupo tratado com fatores solúveis das MSC. (Tabela 4) 
 
Tabela 4- Comparações múltiplas relacionadas à dosagem de IL-1β no 

lavado bronco-alveolar. 
 

 

Grupos p 

Sham x Choque > 0,05 

Sham x FS 0,015 

Sham x MSC > 0,05 

FS x MSC 0,027 

Choque x FS 0,03 

Choque x MSC >0,05 
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5.4.3 Dosagem de IL-6 

  A dosagem da citocina IL-6 no lavado bronco-alveolar apresentou 

diferença estatística entre os grupos com p=0,042, tendo o grupo FS 

apresentando a maior dosagem.(Gráfico 7)  

 

Gráfico 7- Comparação das dosagens de IL-6 entre os grupos no lavado 
bronco-alveolar realizados através da técnica ELISA. Houve 
diferença estatística entre os grupos, com o grupo FS 
apresentando a maior dosagem. (p=0,042). As comparações 
múltiplas indicaram diferença em Sham vs FS (#p=0,04) 
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Nas comparações múltiplas foi encontrada diferença em Sham vs 
FS, com p=0,04. (Tabela 5) 

 
Tabela 5- Comparações múltiplas relacionadas à dosagem de IL-6 no lavado 

bronco-alveolar. 
 

Grupos p 

Sham x Choque 1,00 

Sham x FS 0,04 

Sham x MSC 0,92 

FS x MSC 1,00 

Choque x FS 0,15 

Choque x MSC 1,00 
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5.4.4 Dosagem de IL-10 

 

A dosagem da citocina IL-10 no lavado bronco-alveolar apresentou 

diferença estatísticamente significante entre os grupos com p=0,044. O Teste 

Dunn de comparações múltiplas não teve força suficiente para identificar quais 

comparações apresentaram diferença. (Gráfico 8) (Tabela 6) 

 

Gráfico 8- Dosagem de IL-10 no lavado bronco-alveolar colhido dos grupos, 
através da técnica ELISA. A análise entre os grupos indicou maior 
dosagem no grupo FS, com diferença estatísticamente significante 
(p=0,044).  
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Tabela 6- Comparações múltiplas relacionadas à dosagem de IL-10 no 
lavado bronco-alveolar. 

 
 

Grupos p 

Sham x Choque 1,00 

Sham x FS 0,18 

Sham x MSC 0,15 

FS x MSC 1,00 

Choque x FS 0,49 

Choque x MSC 0,43 

 
 

 
5.4.5 Dosagem de iCAM 

A dosagem de iCAM no lavado bronco-alveolar não apresentou 

significância estatística em nenhuma das comparações entre os grupos. O valor 

de p encontrado foi de 0,13. (Gráfico 9) 

 

Gráfico 9- Dosagem de iCAM no lavado bronco-alveolar colhido dos grupos, 
através da técnica ELISA. A análise entre os grupos não 
apresentou diferença estatísticamente significante (p=0,13).  
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5.4.6 Dosagem de vCAM 

A dosagem de vCAM no lavado bronco-alveolar apresentou significância 

estatística nas comparações entre os grupos com valor de p=0,022, com o grupo 

FS apresentando as maiores dosagens. (Gráfico 10)  

 

Gráfico 10- Dosagem de vCAM no lavado bronco-alveolar colhido dos grupos, 
através da técnica ELISA. A análise entre os grupos indicou maior 
dosagem no grupo FS, com diferença estatísticamente significante 
(p=0,022). Nas comparações múltiplas foi encontrada diferença 
apenas entre os grupos FS e MSC (*p=0,022). 
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Quando realizadas as comparações múltiplas, encontramos significância 

estatística apenas entre os grupos FS e MSC (p=0,022), com valores 

encontrados para FS de 18,49 pg/mL e para MSC de 7,42 pg/mL. (Tabela 7) 

 
 
Tabela 7- Comparações múltiplas entre grupos com relação à dosagem de 

vCAM no lavado bronco-alveolar. 
 

Grupos p 

Sham x Choque > 0,999 

Sham x FS  0,09 

Sham x MSC > 0,999 

FS x MSC 0,022 

Choque x FS 0,5 

Choque x MSC  0,804 

 
 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discussão
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A grande motivação deste trabalho foi a necessidade de se encontrar 

novas terapêuticas que possam auxiliar na otimização do transplante pulmonar. 

O maior problema no desenvolvimento do transplante de pulmão reside no 

número insuficiente de pulmões disponíveis para os pacientes que necessitam 

desta terapêutica, e isto acarreta em um número crescente de pacientes em filas 

de espera.  

A contínua busca por formas de aumentar a disponibilidade de pulmões 

nos fez chegar ao novo campo das terapias celulares. Uma vantagem deste 

modelo é que não há necessidade de se ampliar o número de doadores de 

órgãos, apenas melhorar as condições dos doadores disponíveis para tornar os 

não elegíveis para transplante pulmonar, em elegíveis. Dentro deste contexto, o 

tratamento com células tronco se mostra bastante promissor. Ainda são poucos 

os estudos relacionados ao uso de células tronco e transplante pulmonar. 

Portanto, há a necessidade de mais estudos para que possamos avaliar a real 

aplicabilidade deste tratamento em humanos.  

O modelo de choque hemorrágico foi escolhido pois este tipo de choque 

é bastante frequente nos doadores de órgãos. Além disso, em nossa linha de 

pesquisa tal modelo já foi utilizado, com achados inflamatórios importantes no 

tecido pulmonar.(68)  

No presente estudo nosso modelo de choque se mostrou efetivo no que 

tange aos níveis pressóricos e geração de inflamação. O monitoramento da PAM 

indicou que os valores médios no início do protocolo experimental não 

apresentaram diferença entre os grupos. Após a indução do choque os grupos 

Choque, FS e MSC apresentaram queda importante da PAM com diferença 

estatisticamente significante quando comparadas ao grupo Sham.  
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A leucometria no sangue periférico do nosso estudo também corrobora 

com a eficácia do modelo de choque pois todos os grupos submetidos ao choque 

apresentaram aumento do número de leucócitos entre o momento inicial e final 

do protocolo experimental, com diferença estatística significante. E nas 

dosagens realizadas no momento final, o grupo Sham apresentou dosagem 

bastante inferior aos demais grupos, também com diferença estatisticamente 

significativa. 

  Os modelos experimentais de choque hemorrágico controlado consistem 

na retirada do volume sanguíneo durante determinado período de tempo, 

monitorando constantemente a pressão arterial média. Utilizamos em nosso 

estudo um modelo de choque hemorrágico controlado descrito previamente na 

literatura.(44, 69) Gore et al.(70) realizaram um estudo com tratamento de ratos 

submetidos ao choque hemorrágico utilizando células tronco mesenquimais e 

utilizaram um protocolo de choque hemorrágico semelhante. 

Em nosso estudo optamos pela infusão de 25% do sangue retirado após 

a indução e manutenção do choque hemorrágico. Apesar de Vincenzi et al.(44) 

demonstrarem que a reposição de metade do volume retirado seria suficiente 

para manter os níveis de hemoglobina em 10g/dL, em um estudo piloto avaliando 

choque hemorrágico em ratos, optamos por menor volume com intenção de 

mimetizar ações deletérias de um possível doador em morte encefálica, no qual 

a hipotensão e atividade pró inflamatória ocorre de forma contínua, independente 

de medidas clínicas para controle. No estudo citado previamente neste texto, 

Gore et al.(70) realizaram a infusão de 100% do sangue retirado após o período 

de manutenção do choque. 
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Em nosso protocolo de estudo após a reposição sanguínea e intervenção 

nos grupos de tratamento, os ratos foram mantidos vivos e em monitorização por 

um período de 115 minutos, sendo submetidos à extração do bloco cardio-

pulmonar e sacrificados a seguir. Tal período foi definido com o intuito de simular 

um paciente doador de múltiplos órgãos, que após a notificação da morte 

encefálica, apresenta apenas algumas horas até que seja submetido ao 

processo de captação dos órgãos. Além disso De Oliveira et al.(71) relatam em 

seu artigo de revisão, que a meia vida das citocinas inflamatórias analisadas em 

nosso estudo, variam de 6 minutos a 4 horas. Pati S et al.(57) em um estudo com 

modelo de choque hemorrágico em ratos, também definiram coleta de amostra 

para avaliar citocinas inflamatórias em duas horas. Segundo os autores, através 

de estudos prévios os mesmos puderam identificar que as maiores mudanças 

nas citocinas inflamatórias ocorreram entre uma a quatro horas após o 

choque.(72) 

Os nossos animais foram tratados com a infusão venosa de MSC 

humana. Este tipo celular foi definido após levantamento da literatura.(65, 66) 

Diversos trabalhos também fizeram uso dessa fonte para tratamento dos 

animais.(54, 57, 73) Durante e elaboração do projeto de pesquisa questionamos se 

não deveríamos inserir marcadores radioativos nas células mesenquimais 

humanas, para definir sua localização após a infusão. Porém após discussão 

com o grupo do Genoma Humano, foi definido pela não marcação das células 

pois já está bem estabelecido na literatura que o maior montante de células 

mesenquimais migram para o pulmão após infusão venosa.(18) Outros grupos 

fizeram uso de MSC de origem murina, com a justificativa de utilizarem células 

da própria espécie estudada, e portanto com menor potencial imunogênico.(18, 23) 
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Segundo Hayes et al.(20) estudos recentes sugeriram que as MSCs humanas 

podem gerar uma resposta de células T em camundongos. Relacionado a este 

tema Nauta et al.(64, 74) identificaram que, em determinadas situações, as MSCs 

podem funcionar como células apresentadoras de antígenos e ativar o sistema 

imune.  

A concentração de MSC aplicada em nosso estudo foi de 1 x 107 células, 

em dose única. Tal dosagem foi definida por estudos prévios obtidos na 

literatura.(66) Watanabe et al.(73) em seu estudo para tratamento de lesão por 

isquemia e reperfusão em ratos em modelo de transplante pulmonar, utilizaram 

a concentração de 5 x 106 células. Outros autores também utilizaram esta 

mesma concentração de células.(14, 23) 

A densidade de neutrófilos apresentou diferença estatisticamente 

significante entre os grupos. O grupo MSC apresentou o maior valor com 180,77 

cel/cm2, valor bastante semelhante ao do grupo choque. Porém o grupo FS 

apresentou o menor valor. A aparente não resposta ao tratamento com MSC 

pode ser explicada pelo período de observação dos animais ter sido 

provavelmente curto para que as células mesenquimais pudessem se instalar no 

pulmão e liberar os fatores solúveis para a ação anti-inflamatória ocorrer. Como 

já dito anteriormente, não se tem o pleno conhecimento dos mecanismos de 

ação das MSCs e sua atuação imunomodulatória. Pati S et al.(57) utilizaram um 

modelo de choque hemorrágico semelhante ao de nosso estudo e trataram os 

animais com ringer lactato associado a MSC. No entanto, o período pós 

tratamento foi bem superior ao do presente estudo, sendo que os animais foram 

avaliados 96 horas pós tratamento. Os autores observaram que o tratamento 
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com MSC reduziu a expressão de CD8+, que é um marcador específico para 

neutrófilos.  

Além disso, Sudres M et al.(75) identificaram que para o tratamento de 

doença do enxerto em camundongos, uma única dose de MSCs não afeta a 

incidência e a severidade da doença. Foi hipotetizado pelos autores que 

repetidas infusões seriam necessárias para se manter uma concentração 

suficiente para se ter o efeito desejado.    

Com relação à dosagem dos níveis de citocinas TNF-α, IL-6 e IL1-β no 

lavado bronco-alveolar, nossos resultados mostraram que o grupo FS 

apresentou as maiores concentrações dessas citocinas quando comparadas aos 

demais grupos. Esse resultado nos surpreendeu, pois contradiz a contagem 

neutrofílica, na qual observamos redução desta célula inflamatória no tecido 

pulmonar justamente no grupo FS. Watanabe et al.(73) em seu estudo de 

tratamento de lesão por isquemia e reperfusão, após isquemia fria prolongada, 

com MSC, também dosou citocinas inflamatórias no lavado bronco-alveolar e 

não conseguiu encontrar valores detectáveis das mesmas.  

A dosagem de IL-10 em nosso estudo mostrou o grupo FS com o maior 

valor quando comparado aos demais grupos. O aumento desta citocina anti-

inflamatória indica que os FS-MSC são eficazes na estimulação para liberação 

da mesma, dado compatível com a menor densidade de neutrófilos identificada 

nas lâminas de HE deste grupo. Pati S et al.(57) observaram maiores níveis de 

IL-10 no grupo tratado com MSC quando comparado aos demais grupos 

submetidos ao choque hemorrágico em seu estudo, com diferença estatística. 

Porém a dosagem dessa citocina foi realizada em amostra de sangue periférico.  

Huang ZW et al.(54) também encontraram aumento dos níveis de IL-10 na 
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dosagem sistêmica desta interleucina, porém não identificaram significância 

estatística.  

As dosagens de citocinas inflamatórias no tecido pulmonar de nosso 

estudo não apresentaram diferença estatisticamente significante. Assim como 

nosso resultado Pati S et al.(57) também não encontraram resultados 

significativos com esse tipo de análise. 

Com base em nossos resultados podemos inferir através do valor da 

densidade de neutrófilos encontradas nas lâminas de HE que os FS-MSC são 

capazes de reduzir os níveis de inflamação local dos pulmões de ratos com 

choque hemorrágico. Isso ocorreu através da diminuição da infiltração de 

neutrófilos para o tecido pulmonar. Mais trabalhos são necessários para se 

entender a ação, cinética e a dinâmica das MSCs, para que possamos ter mais 

informações sobre a melhor forma de utilizá-las. O tempo de exposição à essas 

células pode ser um fator determinante deste resultado. 

Ficamos animados com a metodologia utilizada em nosso estudo. 

Outrossim, acreditamos que a terapia celular com MSC e FS-MSC é um campo 

promissor no transplante pulmonar, podendo contribuir para melhora dos 

resultados e redução dos índices de rejeição pós transplante.  

 

6.1 Limitações 

Como limitações do nosso estudo podemos indicar a escassez da 

literatura relacionada ao uso de MSCs em transplante pulmonar, que dificultou a 

elaboração do protocolo experimental. Além disso, a ausência de conhecimento 

aprofundado sobre às dosagens ideais, inexistência de protocolos previamente 
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estabelecidos e padronização de isolamento e cultura das células foram outros 

fatores que poderiam influenciar diretamente nos resultados. 

O tempo de observação dos animais após a infusão das MSCs e FS-MSC 

também nos gerou dúvidas pelos resultados observados no grupo MSC, que 

caso os animais permanecessem em monitoramento por maior período, 

poderiam apresentar alterações relacionadas a redução de inflamação. 

Acreditamos que talvez não houve tempo hábil para estimulção e liberação dos 

fatores solúveis por estas células. 

O lavado bronco-alveolar como método para mensuração das citocinas 

inflamatórias também pode ser contestado. Apesar da técnica já ser bem 

estabelecida, a obtenção das amostras não é homogênea. Os volumes 

aspirados foram variados e as concentrações de citocinas poderiam ser 

diferentes entre as amostras, se tornando um fator de confusão. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

7. Conclusões
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A infusão venosa in vivo de MSCs em ratos submetidos ao choque 

hemorrágico não foi capaz de promover alterações significativas na contagem 

de neutrófilos locais na análise histológica, e nas concentrações de citocinas 

inflamatórias no lavado bronco-alveolar. A infusão venosa de FS-MSC promoveu 

redução significativa do número de neutrófilos locais na análise histológica, e 

aumento da concentração de interleucinas no lavado bronco-alveolar. 

No protocolo de estudo adotado os FS-MSC apresentaram maior 

eficácia anti-inflamatória quando comparados às MSCs, pois apresentaram 

redução significativa do infiltrado neutrofílico pulmonar. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. Anexos 
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Tabela 8- Tabela com média e desvio padrão da pressão arterial média em 
mmHg dos animais. 

Pressão Arterial Média (mmHg) 
 
 

Grupo / Tempo (min) Sham Choque FS MSC 

Basal 97,25 ± 8,29 90,25 ± 13,37 90,27 ± 11,43 94,58 ± 8,67 

10 92,83 ± 10,14 48,41 ± 23,66 43,72 ± 1,84 40,16 ± 2,65 

20 91,83 ± 12,94 40,16 ± 2,79 43,72 ± 2,28 39,00 ± 3,56 

30 92,33 ± 14,16 39,16 ± 3,37 43,36 ± 3,27 41,50 ± 4,07 

40 96,33 ± 16,78 39,50 ± 3,32 43,81 ± 2,48 41,66 ± 4,16 

50 96,14 ± 19,21 40,25 ± 1,91 43,18 ± 2,13 36,83 ± 4,15 

60 101,9 ± 16,90 43,66 ± 4,24 52,54 ± 15,03 44,16 ± 12,00 

70 95,91 ± 18,10 71,58 ± 13,91 74,81 ± 6,67 105,6 ± 3,40 

80 95,75 ± 18,01 77,33 ± 12,01 71,54 ± 8,11 77,08 ± 16,12 

90 96,91 ± 18,60 80,33 ± 11,88 67,90 ± 10,16 77,41 ± 17,77 

100 92,91 ± 21,14 76,00 ± 13,63 70,90 ± 11,15 76,16 ± 17,89 

110 100,5 ± 16,58 72,41 ± 12,81 73,09 ± 13,56 75,25 ± 15,33 

120 98,58 ± 15,74 70,66 ± 11,99 74,81 ± 16,44 76,58 ± 16,40 

130 100,1 ± 20,18 71,50 ± 8,52 72,81 ± 20,16 77,66 ± 15,23 

140 101,4 ± 19,24 71,00 ± 8,96 70,63 ± 23,08 74,91 ± 16,05 

150 100,6 ± 19,50 71,50 ± 8,72 73,00 ± 21,65 73,33 ± 16,96 

160 100,0 ± 18,58 70,25 ± 12,42 68,36 ± 18,91 73,66 ± 16,19 

170 97,33 ± 18,90 70,91 ± 9,54 65,27 ± 21,07 73,08 ± 12,92 

180 95,75 ± 16,49 70,41 ± 11,53 61,63 ± 18,21 73,25 ± 14,97 

190 96,41 ± 16,68 69,33 ± 12,22 62,18 ± 18,01 73,16 ± 16,96 
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Tabela 9- Tabela com média e desvio padrão da leucometria em sangue 
periférico no momento inicial do protocolo experimental. 

Leucometria inicial (células/mm3) 

Grupos Média DP ± 

Sham 13275 3110,35 

Choque 14796 2682,72 

FS 16044 2942,23 

MSC 14054 4347,69 

 

 

Tabela 10- Tabela com média e desvio padrão da leucometria em sangue 
periférico no momento final do protocolo experimental. 

Leucometria final (células/mm3) 

Grupos Média DP ± 

Sham 13788 4077,21 

Choque 23071 6296,11 

FS 25769 11813,54 

MSC 23783 7467,81 

 

 

 

 

Tabela 11- Tabela com média e desvio padrão da quantificação de infiltrado 
neutrofílico nas lâminas de HE nos grupos de estudo. 
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Infiltrado Neutrofílico (Neutrófilos/cm2) 

Grupos Média DP ± 

Sham 60,11 27,08 

Choque 172,52 47,65 

FS 40,38 16,80 

MSC 180,77 40,89 

 

 

 

Tabela 12- Tabela com mediana e intervalo interquartil IQ (25-75%) referente 
à dosagem de TNF-α no lavado bronco-alveolar dos diferentes 
grupos. 

 

TNF-α (pg/mL) 

 

Grupos Mediana IQ (25 -75%) 

Sham 0,1035 0,09-0,11 

Choque 0,1050 0,08-0,11 

FS 0,1670 0,16-0,51 

MSC 0,1260 0,09-0,15 

 

 

Tabela 13- Tabela com média e desvio padrão referente à dosagem de IL1-β 
no lavado bronco-alveolar dos diferentes grupos. 
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IL1-β (pg/mL) 

Grupos Média DP ± 

Sham 0,13 0,05 

Choque 0,16 0,07 

FS 0,34 0,15 

MSC 0,15 0,09 

 

 

Tabela 14- Tabela com mediana e intervalo interquartil IQ (25-75%) referente 
à dosagem de IL-6 no lavado bronco-alveolar dos diferentes 
grupos. 

 

IL-6 (pg/mL) 

 

Grupos Mediana IQ (25 -75%) 

Sham 0,1030 0,09-0,10 

Choque 0,1025 0,08-0,18 

FS 0,2420 0,18-0,69 

MSC 0,1210 0,10-0,14 

 

Tabela 15- Tabela com mediana e intervalo interquartil IQ (25-75%) referente 
à dosagem de IL-10 no lavado bronco-alveolar dos diferentes 
grupos. 
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IL-10 (pg/mL) 

 

Grupos Mediana IQ (25 -75%) 

Sham 0,1460 0,14-0,15 

Choque 0,1500 0,14-0,15 

FS 0,1550 0,15-0,22 

MSC 0,1645 0,15-0,19 

 

Tabela 16- Tabela com média e desvio padrão referente à dosagem de iCAM 
no lavado bronco-alveolar dos diferentes grupos. 

 

iCAM (pg/mL) 

Grupos Média DP ± 

Sham 37,56 5,81 

Choque 26,54 11,65 

FS 32,69 7,50 

MSC 38,96 9,73 

 

 

 

Tabela 17- Tabela com média e desvio padrão referente à dosagem de vCAM 
no lavado bronco-alveolar dos diferentes grupos. 
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vCAM (pg/mL) 

Grupos Média DP ± 

Sham 9,71 4,27 

Choque 12,43 5,90 

FS 18,49 7,30 

MSC 7,42 4,42 
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