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. Laboratorio de Pesquisa em Cirurgia RESUMO

Toracica, Instituto do Coracao, Hospital e _ L , o
das Clinicas, Faculdade de Medicina, Objetivo: A escassez de pulmoes viaveis ainda € um grande obstaculo para o transplante.

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo As vitimas de trauma, que constituem potenciais doadores de pulmao, comumente

(SP), Brasil. apresentam choque hipovolemico que acarreta inflamacao e deterioracao pulmonar e
2. Faculdade de Medicina, Universidade de  rejeicao apos o transplante. Buscando melhorar o enxerto pulmonar, testaram-se novas
580 Paulo, Sao Paulo (SP), Brasil. abordagens ao tratamento do doador. Este estudo foca o tratamento com células-tronco
3. Centro de Pesquisa do Genoma mesenquimais (CTMs) ou fatores soluveis produzidos pelas CTMs (FS-CTMs), usando

Humano e Células-Tronco, Instituto de - 5 o a
Biocizncias, Universidade de Sao Paulo, UM modelo com ratos para doadores de pulmao apos choque hemorragico. Métodos:

Sa0 Paulo (SP), Brasil. Quarenta e oito ratos foram divididos em quatro grupos: Controle (n=12), animais
sem inducao de choque hipovolemico; Choque (n=12), animais submetidos a choque
hipovolemico (pressao arterial média de 40 mmHg); CTM (n=12), animais submetidos
a choque hipovolemico e tratados com CTMs; e FS (n=12), animais submetidos a
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Trabalho realizado no Laboratorio de choque hipovolemico e tratados com FS-CTMs. Os animais foram submetidos a um
Pesquisa em Cirurgia Toracica, Instituto  procedimento de choque hipovolemico (40 mmHg) com 50 minutos de duragao. Os
do Coracéo, Hospital das Clinicas, animais tratados foram monitorados por 115 minutos. Realizamos analise histopatologica
Faculdade de Medicina, Universidade — | ificacao d d infl torios (TNF IL-18. 1L-6
de Sa0 Paulo. Sa0 Paulo (SP), Brasil. o tecido pulmonar e quantificacdo dos marcadores inflamatorios -a, IL-1B, IL-6,

IL-10, iCAM e vCAM) no tecido pulmonar e leucocitos no sangue periferico (LSPs).
Resultados: O chogue hemorragico resultou em taxas mais altas de LSPs e infiltrado
de neutrofilos nos pulmoes. Os animais do grupo FS apresentaram menor densidade
de neutrofilos em comparagao com os animais dos grupos Choque e CTM (p<0,001).
Nao foram observadas diferencas entre os grupos quanto aos niveis de citocinas no
tecido pulmonar. Concluséo: Os pulmoes dos ratos submetidos a choque hemorragico
e tratados com FS-CTM apresentaram inflamacao reduzida indicada por uma diminuicao
do infiltrado de neutrofilos nos pulmoes.

Descritores: Transplante pulmonar; Doadores de tecido; Choque hipovolemico; Celulas
mesenquimais; Inflamacao.

INTRODUCAO publicas pré-doagdo, uso de doadores apds parada
circulatéria, uso de doadores vivos, técnicas de perfusao

O transplante pulmonar melhora a qualidade de vida e ) .
pulmonar ex vivo e terapias celulares.->

a sobrevivéncia de pacientes com doenca pulmonar em
fase terminal.() Apesar de todos os avancos alcangados A rejeigdo aguda do enxerto é comum apés o transplante
no transplante pulmonar, o nimero de receptores em pulmonar e ocorre na metade dos receptores de transplante
lista de espera n3o reduziu - pelo contrario, ele agora  Pulmonar apds o transplante(® através de mecanismos
ultrapassa o nimero de 6rg3os disponiveis para doacdo.  tais como inflamag&o e edema pulmonar.

Diversas estratégias tém sido propostas para aumentar As células-tronco mesenquimais (CTMs) tém sido
o numero de doadores efetivos, incluindo campanhas  estudadas como terapia celular para uma variedade de
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doencas degenerativas e distlrbios imunoldgicos e
inflamatodrios.”® Estudos com animais mostraram que
as CTMs induzem a reparagdo de drgdos lesionados,
diminuem a inflamag@o e tém uma agdo imunomoduladora
com efeitos protetores sobre as células através da
liberagdo de fatores soltveis (FS-CTM) como citocinas
anti-inflamatérias e fatores de crescimento.® Nossa
hipotese é que o tratamento de doadores de pulméo
com CTMs pode reduzir a inflamagcdo do enxerto.
Considerando sua natureza como produto final e agdo
imediata, os FS-CTM poderiam ser a alternativa para
contribuir para um aumento no numero de pulmdes
viaveis para transplante.

Este estudo enfoca o impacto do tratamento in vivo
com CTMs e FS-CTM sobre a inflamagdo pulmonar
em um modelo de doador de pulmdo em ratos apds
choque hemorragico.

METODO

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética [Protocolo
de pesquisa n.% 188/14]. Todos os animais foram
tratados de acordo com os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal e do Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, fornecido pelo
Institute of Laboratory Animal Research e publicado
pela National Academies Press, 82 Edicdo, 2011.

Incluimos neste estudo 48 ratos machos adultos da
linhagem Sprague Dawley com peso entre 250-350 g,
que foram atribuidos aleatoriamente aos seguintes
grupos experimentais: Controle (n=12) - animais
submetidos a cateterizagdo vascular sem inducgdo
de choque e tratamento; Choque (n=12) - animais
submetidos a cateterizacdo vascular, indugdo de
choque hemorragico e tratados com reposicdo de
25% do volume de sangue previamente extraido; CTM
(n=12) - animais submetidos a cateterizacdo vascular,
inducdo de choque hemorragico através da extracgdo
de sangue e tratamento com reposicao de 25% do
volume de sangue previamente extraido, seguido de
infusdo de CTMs via veia femoral; FS (n=12) - animais
submetidos a cateterizagdo vascular, indugdo de choque
hemorragico e tratamento com reposigédo de 25% do
volume de sangue extraido, seguido de infusdo de
FS-CTM via veia femoral.

Extracao de Manutenc&o do Reinfusao de

sangue ateé choque com PAM de sangue
40 mmHg 40 mmHg
10 min 50 min 10 min

Protocolo experimental

Os animais foram anestesiados com isoflurano a 5%
em uma camara de acrilico, pesados e imobilizados em
uma mesa de preparagao. Realizamos uma intubagdo
orotraqueal usando um tubo adequado para animais
de pequeno porte e iniciamos a ventilacdo mecéanica
usando um ventilador igualmente apropriado para
animais pequenos (Harvard Apparatus, Modelo 683),
com um volume corrente de 10 ml/kg e uma frequéncia
de 80 ciclos por minuto. A anestesia foi mantida com
0 proprio isoflurano.

Todos os animais anestesiados foram dispostos
sobre a mesa de operacdo. Realizada a depilacao da
regido femoral direita, fizemos uma incisao seguida de
disseccdo dos vasos e canulagdo da artéria e veia femoral
direita usando cateteres Tygon de longa permanéncia
(Critchley, Australia) com solucdo salina e heparina.
Para a insergdo dos cateteres na artéria e veia femoral,
utilizamos um microscdpio estereoscdpico binocular
com ampliagdo de 4,5X (Olympus, modelo SZ6145).
O cateter da artéria femoral direita foi conectado a um
monitor (Dixtal, DX2021, Brasil) para registrar a pressao
arterial média (PAM). O cateter da veia femoral direita
foi usado para induzir e manter o choque hemorragico
através da extracdo de sangue, além da reinfusdo do
sangue e administracdo de CTMs e FS-CTM.

O choque hemorréagico foi induzido pela extragdo
de sangue da veia femoral direita com aliquotas
sucessivas até que a PAM chegasse a 40 mmHg nos
primeiros 10 minutos do experimento, como descrito
por Nepomuceno et al.*9 Os ratos permaneceram em
choque hemorragico por 50 minutos, seja pela extragdo
ou pela reinfusdo do sangue em caso de alteragdo da
PAM (£5 mmHg).

0 grupo Controle foi monitorado durante todo o periodo
experimental. Apds o choque hemorragico, os grupos
CTM, FS e Choque foram submetidos a tratamento
com reinfusdo de 25% do sangue extraido. O grupo
CTM recebeu infusdo de CTMs a uma concentracdo de
1 x 107 células em 1 ml de meio de cultura durante um
periodo de 5 minutos. O grupo FS recebeu infusdo de
fatores soluveis em 1 ml de meio durante um periodo
de 5 minutos. A PAM foi observada durante um periodo
de 115 minutos (Figura 1).

Infusao de CTMs
ou FS-CTM

Monitoramento e
manutencao

5 min 115 min

Figura 1. Linha do tempo do procedimento experimental.
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Extracdo e preservacado dos pulmoes

No final do experimento, realizamos a extracao
pulmonar através de uma laparotomia estendida em
sentido cranial com resseccao do esterno e abertura
radial do diafragma. O coragdo foi exposto e uma
ventriculotomia direita foi realizada adjacente a artéria
pulmonar. A veia cava inferior foi cortada e o ventriculo
esquerdo foi seccionado longitudinalmente na ponta.
A perfusdo pulmonar anterograda foi realizada com
solugdo de preservagao (Perfadex®, Vitrolife Géteborg,
Suécia) usando uma canula introduzida na artéria
pulmonar através da ventriculotomia direita. A solugdo
de preservagao foi administrada por gravidade a
partir de um reservatorio posicionado 20 cm acima
do coracdo com drenagem espontanea do efluente
através da ventriculotomia esquerda. Terminada a
infusdo, a traqueia foi ligada com sutura abaixo da
canula e procedeu-se a extracdo pulmonar.

Isolamento e cultura de células-tronco
mesenquimais

Realizamos o isolamento e a cultura de CTMs de
tecido adiposo de acordo com protocolos descritos na
literatura pelo Centro de Pesquisa do Genoma Humano
e Células-Tronco (HUG-CEL) da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).(*) As células
foram armazenadas a uma concentragdo de 1x107
células em 1 ml do meio de cultura a ser aplicado
como uma dose Unica em bolus. Esta concentracdo
foi determinada em estudos anteriores do HUG-CEL
da FMUSP.(*2) Cultivamos as CTMs em meio sem soro
(T225 a 80% de confluéncia) para obter os FS-CTM.
Posteriormente, elas foram enxaguadas trés vezes
com 36 ml de PBS e cultivadas em 36 ml de meio
de cultura DMEM/F12 sem soro ou antibioticos. Em
seguida, incubamos as células durante oito horas,
realizando em seguida trés enxagues com 36 ml de PBS
e adicionando subsequentemente 36 ml de DMEM/F12
sem soro ou antibidticos. Uma nova incubagdo foi
realizada por 20 horas. Em seguida, realizamos a coleta
do meio, contagem de células e centrifugagdo a 300
x g durante 5 minutos para remover os detritos. O
sobrenadante foi coletado e o meio condicionado foi
armazenado para uso. Os FS-CTM foram armazenados
no meio a um volume de 1 ml para uso como dose
Unica em bolus em cada animal do grupo indicado. A
densidade celular inicial, concentragdo de proteinas
e distribuicdo de tamanho das particulas ndo foram
avaliadas porque estudos anteriores do HUG-CEL da
FMUSP ja haviam descrito estas caracteristicas.(!?

Andlise histolégica

Os lobos superiores dos pulmdes direitos foram imersos
em formalina tamponada a 10% para fixacdo. Apos
24 horas, blocos de parafina foram preparados com
as amostras, cortados em segles de 5 pm e corados
com hematoxilina-eosina. As analises foram realizadas
em duplicata por dois pesquisadores treinados cegos
aos grupos de estudo. As laminas foram analisadas
utilizando um microscépio Olympus CX22LED com um

reticulo de pontos e retas. Para cada lamina, avaliamos
15 campos de maior aumento do reticulo contando os
pontos que tocaram as areas do parénquima pulmonar,
assim como a contagem total de neutrofilos. Foi
possivel estimar a area parenquimatosa de cada animal
examinado através da area do reticulo pré-determinada,
e a razdo entre a contagem de neutrdfilos e a area
do parénquima forneceu a densidade de neutrdfilos
por micrometro quadrado (um?) de tecido pulmonar.
Os valores foram entdo convertidos para centimetros
quadrados (cm?) a fim de facilitar os calculos.

Quantificacdo de leucécitos no sangue
periférico

Amostras de sangue periférico (20 ul) foram coletadas
da cauda dos ratos no inicio do protocolo imediatamente
antes da indugdo do choque hemorragico, bem como
no final, pouco antes da extracdo pulmonar. Estas
amostras foram analisadas através da contagem total
de neutréfilos na camara de Neubauer.

Andlise de citocinas no tecido pulmonar

Preparamos a proteina total dos tecidos dos animais
adicionando tampao de lise RIPA (RIPA Lysis Buffer,
10x - MERK#20-188) a uma proporgao de 0,4 ml
por 0,1 g de tecido. Um total de 10 pl de mistura de
inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktail Set
I - MERK#53131) foi adicionado para cada 1 ml do
tampado RIPA diluido. A mistura foi entdo homogeneizada
em gelo usando um homogeneizador (Fisherbrand™
Pellet Pestles™) e 0 homogeneizado foi transferido para
um tubo de Eppendorf de 2 ml. Incubamos o material
em gelo por 10 minutos e centrifugamos a 10.000 x g
a 4° C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado
e transferido para um novo tubo de Eppendorf. As
proteinas totais foram quantificadas em cada amostra
e normalizadas ao valor obtido no ensaio (Kit BCA
protein assay MERK #71285).

Em seguida, enviamos o material para analise multiplex
das citocinas inflamatdrias TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10
de acordo com a metodologia xMap (Luminex™ xMAP
- Kit Cat. #RECYTMAG-65K-04 (IL-1B, IL-6, IL-10 e
TNF-a), Millipore, St. Charles, MO, EUA).

Andlise estatistica

Realizamos analises descritivas de dados quantitativos,
médias e respectivos desvios padrdo (DP). Os dados
sem distribuicdo normal sdo apresentados utilizando
medianas e faixas interquartis IQ (25-75%). As
suposigdes da distribuicdo normal em cada grupo e a
homogeneidade das variancias entre os grupos foram
avaliadas usando o teste de Shapiro-Wilk e o teste de
Levene, respectivamente.

Para a andlise de dois fatores (Grupo e Tempo),
aplicamos uma ANOVA de medidas repetidas de duas
vias para um unico fator (Tempo), enquanto a ANOVA
foi usada para avaliar as variaveis normalmente
distribuidas. Nos casos em que foi necessario realizar
comparagOes multiplas de médias, utilizamos o teste
de Bonferroni.
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Aplicamos o teste Kruskal-Wallis para variaveis ndo
distribuidas normalmente e o teste de Dunn quando
comparagbes mdltiplas foram necessarias. Todas as
analises inferenciais consideraram um a de 0,05. As
analises estatisticas descritivas e inferenciais foram
realizadas no software SPSS versdo 21 (SPSS 21.0
para Windows).

RESULTADOS

Os grupos Choque, FS e CTM foram submetidos a
choque hemorragico de 0 a 10 minutos, apresentando
uma diminuigdo da PAM, como esperado (p<0,001).
Durante o periodo de manutengdo do choque hemorragico
(10 a 60 minutos), estes grupos permaneceram com
PAM mais baixa do que a do grupo Controle, e suas
médias permaneceram proximas as do delineamento
do estudo. Apds a substituicao do sangue (70 minutos),
a pressao arterial dos grupos Choque, FS e CTM subiu.
Entretanto, os valores de pressao permaneceram mais
baixos em comparagado aos do grupo Controle (p<0,05)
e nao foram observadas diferengas significativas
(p>0,10) (Figura 2).

Os grupos submetidos ao choque hemorragico, com
ou sem tratamento, apresentaram mais leucocitos
periféricos no final do experimento em relagdo aos
dados da linha de base (p<0,001). O mesmo aumento
ndo foi observado entre a linha de base e os dados
finais do grupo Controle (p=0,805), como mostra a
Figura 3a.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa da
contagem inicial de leucdcitos entre os diferentes grupos
do estudo e o grupo Controle, como esperado (p=0,33).
Entretanto, observou-se um aumento significativo
de leucdcitos circulantes apds o choque hemorragico
nos grupos Choque, FS e CTM em comparacao com o
grupo Controle (p=0,002) (Figura 3b).

A histologia pulmonar mostrou uma diferenga
estatisticamente significativa na densidade de
neutrofilos entre os grupos (p<0,001). O grupo
CTM apresentou a maior densidade de neutrdfilos
(180,77 neutrdfilos/cm?) entre todos os grupos, ao
passo que o grupo FS apresentou a menor densidade
dessas células (40,38 neutrdfilos/cm?) (Figura 4).

Comparando os grupos Choque e FS, observamos
uma diferenga significativa entre suas densidades de
neutrofilos (172,52 neutrofilos/cm? e 40,38 neutrofilos/cm?,
respectivamente, p<0,001). Por outro lado, diferengas
significativas ndo foram observadas entre os grupos
Choque e CTM.

As andlises de citocinas no tecido pulmonar ndo
mostraram diferenca significativa nas comparagdes
dos grupos quanto a TNF-a (p=0,21), IL-6 (p=0,21),
IL-1B (p=0,58).

DISCUSSAO

No ambito do transplante pulmonar, a escassez de
doadores de pulmao é um dos principais obstaculos e
provoca o acumulo de pacientes nas listas de espera.

Pressao Arterial Média
120
100 | WAM
©o oo
80 - .
z
€ 60 -
1S
40 -|
20
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
O P PR ERER SO PENS
—— CONTROLE —®— CHOQUE —#— FS CT™

Figura 2. Pressdo arterial média in vivo. Uma diferenga estatisticamente significativa foi observada nos grupos submetidos
a choque hemorragico (Choque, FS e CTM) em comparagdo com a linha de base (¥ p<0,001). Durante a manutengéo do
choque hemorragico, uma diferenga significativa foi observada entre os grupos Choque, FS e CTM em comparagado com
o grupo Controle (x p<0,001). Ao fim de 70 minutos e aos 190 minutos, os grupos Choque, FS e CTM apresentaram
uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Controle (cop<0,05).
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Figura 3. (@) NUumero de leucdcitos no sangue periférico coletados no inicio e no final do protocolo experimental em
cada grupo que apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Choque, FS e CTM (p<0,001).
O grupo Controle ndo apresentou diferenga entre as dosagens (p=0,805); (b) Figura comparando a quantificacdo dos
leucocitos no sangue periférico nos grupos do estudo no momento inicial e final dos experimentos. Ndo houve diferenga
significativa na linha de base entre os grupos (p=0,33), ao contrario do observado no final dos experimentos entre
os grupos (p=0,002). Encontrou-se uma diferenga nas comparagdes multiplas entre os grupos Controle vs. Choque

(*p=0,02), Controle vs. FS (**p=0,006) e Controle vs. CTM (***p=0,01).

Densidade de neutrofilos P < 0,001
250 - *
| * * * |

200 | | | |
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Figura 4. Grafico comparativo do infiltrado neutrofilico dos grupos, medido como densidade de neutrdéfilos. Houve uma
diferenca significativa entre os grupos (p<0,001). Nas comparagdes multiplas, uma diferenga significativa foi observada na
comparagdo entre os grupos Controle vs. Choque (*p<0,001), Controle vs. CTM (*p<0,001), Choque vs. FS (*p<0,001)

e FS vs. CTM (*p<0,001).

Devido as suas propriedades anti-inflamatdrias
e antifibréticas, as terapias celulares representam
atualmente uma nova abordagem terapéutica neste
contexto.(1*1%) Estudos pré-clinicos demonstraram
melhorias apds a administragdo de CTMs contra varias
doengas pulmonares, incluindo doenga pulmonar obstrutiva
cronica, sindrome do desconforto respiratério agudo e
fibrose pulmonar idiopatica.(*® Neste estudo, animais
foram submetidos a lesdo pulmonar por indugdo de
choque hemorrégico e tratados com infusdo venosa
de CTMs humanas. Os efeitos de protecdao pulmonar
podem estar relacionados a angiogénese e efeitos
anti-inflamatdrios.(17-22)

Nosso estudo utilizou um modelo de choque hemorragico
controlado previamente descrito na literatura.(23.24)
Nossos resultados demonstraram a eficacia da reducdo
e manutengdo dos niveis de pressdo durante o periodo
de choque nos grupos Choque, CTM e FS. Os niveis de

leucdcitos circulantes quantificados antes do choque
foram inferiores aos quantificados apods o inicio do
choque hemorrdgico. Além disso, este modelo de
choque mostrou um aumento no infiltrado neutrofilico no
pulmao em relacdo ao grupo Controle. Como esperado,
nossos resultados demonstraram que o choque atua
como um desencadeador do processo inflamatdrio.
Em contraste, os niveis de TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10
no tecido pulmonar ndo foram significativamente
diferentes daqueles encontrados no grupo Controle.

ApoOs a substituicdo do sangue e intervencdo nos
grupos de tratamento, monitoramos os ratos por
115 minutos e extraimos o bloco coragdo-pulméo no
final do experimento. Este procedimento tinha como
objetivo simular uma situacdo clinica de recuperagao
de multiplos 6rgdos de um doador apds a notificagdo
de morte encefélica. De Oliveira et al.?® relataram
uma meia-vida de citocinas inflamatérias com variagdo
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entre 6 minutos e 4 horas. Em um estudo utilizando um
modelo de choque hemorragico em ratos, Pati et al.(*”
também coletaram amostras para avaliar citocinas
inflamatdrias apods 2 horas. Em estudos anteriores,
os autores identificaram que grandes mudangas nas
citocinas inflamatorias ocorreram entre 1 e 4 horas
apos o choque.?®

A concentragdo de CTMs utilizada em nosso estudo
foi de 1x107 células diluidas em meio padrdo em
uma unica dose. A concentragdo de células usadas
em terapia celular com CTMs ainda é uma questdo
controversa e ndo ha consenso entre as publicacdes
sobre o0 assunto. Outros estudos mostraram um efeito
positivo em concentragdes de 2,5x10° a 9x107, embora
melhores resultados ndo estivessem necessariamente
relacionados a uma maior concentracdo de células.?7-29
Watanabe et al.(**) usaram uma concentragdo de 5x10°
células para tratar isquemia e lesdo de reperfusdo em
um modelo de transplante pulmonar em ratos. Outros
autores também utilizaram a mesma concentracdo de
células em terapias respiratorias.G!3? Sendo assim, a
concentragdo ideal de CTMs ainda ndo € estabelecida.

A via de administracdo intravenosa estd bem
estabelecida na literatura e varios estudos demonstraram
que o pulmdo atua como um 6rgdo “filtro” responsavel
pela retencdo da maioria das células infundidas devido
ao didmetro reduzido da rede pulmonar de capilares
em relacdo ao tamanho das células-tronco. A via
endobronquica também ¢é eficaz e pode ser uma boa
opcao para um tipo de estudo como o presente.3-3%
Um estudo recente comparou a via intravenosa a
intrabronquica e mostrou uma vantagem associada a
retencao significativa de CTMs pela via intravenosa em
pulmdes lesionados submetidos a perfusao ex vivo.G®
Outros estudos também mostraram que a infuséo de
CTMs é segura e bem tolerada e ndo provocou eventos
adversos significativos.G”

Embora o choque hemorragico promova o aumento
de infiltrado neutrofilico nos pulmdes, o tratamento
com CTMs ndo demonstrou eficacia na inibicdo desse
efeito. No entanto, observamos que o grupo FS
ndo apresentou infiltrado neutrofilico no pulméo, o
que interpretamos como resultado do curto periodo
de observagdo, que foi insuficiente para as células
mesenquimais se estabelecerem nos pulmodes e
liberarem os fatores sollveis.

Os mecanismos de acdo das CTMs e suas agdes
imunomoduladoras ndo sdo totalmente conhecidas.
As CTMs parecem exercer seus efeitos através de
multiplos mecanismos - alguns dependem de interacdes
celulares, enquanto outros dependem de interagdes
paracrinas, que resultam tanto de produtos sollveis
secretados quanto de microvesiculas ou exossomos
derivados de células. Pati et al.(”) utilizaram um
modelo de choque hemorragico semelhante ao do
nosso estudo e trataram os animais com solugdo de
ringer com lactato combinada com CTMs. Entretanto,
o periodo pos-tratamento foi muito mais longo do que
0 N0sso, € 0s animais foram avaliados 96 horas apds o
tratamento. Os autores observaram que o tratamento
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com CTMs reduziu a expressao do CD8+, um marcador
especifico de neutrdfilos. Chimenti et al.*® também
demonstraram o potencial do pré-tratamento com CTMs
seguido de ventilagdo a alto volume. O pré-tratamento
com CTMs reduziu o conteldo de fluido nos pulmdes
e melhorou o escore da histologia pulmonar. Os niveis
de neutrofilos, proteina inflamatéria de macréfagos-2
e IL-1B também reduziram consideravelmente. O
tratamento ex vivo de suinos com CTMs também
ndo mostrou nenhuma alteragdo no nivel de citocinas
inflamatdrias, como TNF-a e IL-10.G% Estratégias
para aumentar ainda mais a eficacia das CTMs, como
a superexpressdo de moléculas anti-inflamatdrias ou
pro-reparo, também foram investigadas.©®

A titulagdo de citocinas inflamatérias no tecido usado
em nosso estudo ndo foi significativamente diferente.
Pati et al.(*”) obtiveram resultados semelhantes e ndo
encontraram diferengas significativas com este tipo
de analise.

Fatores que poderiam justificar a presenca de infiltrado
inflamatdrio significativo no sangue periférico e redugdo
do infiltrado neutrofilico no tecido pulmonar, como
observado em nosso estudo, podem ser encontrados
em um estudo de Stone et al.,“> que descobriram
que a migracdo transendotelial de neutrdfilos para
células endoteliais pulmonares pode ser efetivamente
bloqueada pelos FS-CTM, protegendo a integridade da
barreira endotelial contra edema.

Nosso estudo tem limitacdes. Fatores como a
auséncia de literatura focada na quantidade ideal de
células necessarias, assim como o tempo ideal de
observacdo apds a infusdo de CTMs e FS-CTM, podem
ter influenciado os resultados. O tempo minimo de
monitoramento dos animais e os periodos prolongados
de manutencdo do choque hemorragico resultaram
em alta mortalidade.

Com base no valor da densidade neutrofilica encontrada
no pulmao, concluimos que a infusdo de FS-CTM pode
reduzir os niveis de inflamagdo local nos pulmdes de
ratos com choque hemorragico. Acreditamos que essa
poderia ser uma opgao melhor do que as CTMs devido
a sua agdo imediata, o que demanda menos tempo de
tratamento e impede que o processo de inflamagdo
continue evoluindo.

E essencial realizar mais estudos para alcangar um
melhor entendimento sobre a acdo, cinética e dindmica
das CTMs e sobre como utiliza-las. O tempo de exposicédo
a essas células pode ser um fator determinante neste
ambito. A terapia celular com CTMs e FS-CTM é um
campo promissor no transplante pulmonar e tem o
potencial de contribuir para a melhoria dos resultados
desse procedimento através da melhoria do status
do doador e da redugdo da rejeicdo pos-transplante.
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