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As células-tronco mesenquimais (MSC) foram identificadas primeiramente por 
Friedenstein e Petrakova (1966), que isolaram estas células progenitoras a partir da 
medula óssea de rato e observaram serem capazes de se diferenciarem em linhagem de 
tecido conectivo, incluindo osso, tecido adiposo, cartilagem e músculo. As MSCs 
surgiram nos últimos anos como ferramentas terapêuticas baseadas em quatro 
características importantes: potencial de diferenciação, capacidade para modular a 
resposta imune, capacidades pró-angiogênicas promovendo regeneração tecidual, e 
baixa imunogenicidade, sendo que esta última característica pode permitir tratamentos 
alogênicos. Com base nas suas propriedades imunomoduladoras e efeitos parácrinos 
através de fatores tróficos com propriedades anti-fibróticas, anti-apoptóticas ou pró-
angiogênicas, as MSCs são consideradas um instrumento promissor para a terapia 
celular, em particular para doenças inflamatórias. As MSCs regulam as funções de uma 
ampla gama de células imunes, e são ativadas por mediadores inflamatórios liberados 
de células imunes ativadas. Os mecanismos envolvidos na atividade imunorreguladora 
de MSCs estão ainda sob investigação. Desta forma, as células-tronco mesequimais se 
tornam uma potencial alternativa de tratamento para a sepse e para infecção pulmonar 
aguda, podendo levar a interrupção do curso da patogênese, e provocar a redução da 
mortalidade de ambas patologias. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito 
terapêutico e imunomodulador de células-tronco mesenquimais no tratamento da 
sepse e da lesão pulmonar aguda e buscar os seus possíveis mecanismos de ação. Nossos 
resultados demonstraram pela primeira vez, que a redução da inflamação na sepse 
provocada pelo tratamento com células-tronco mesenquimais está diretamente 
envolvido a inibição da via das proteínas ativadas por mitógenos (MAPKs) e que as MSCs 
foram incapazes de modular a expressão de receptores do tipo toll. Durante a lesão 
pulmonar aguda (LPA) ficou evidente a imunomodulação provocada pelo tratamento e 
a diminuição do estresse oxidativo que consequentemente ocasionou a uma diminuição 
da formação das redes extracelulares de neutrófilos (NETs), levando a um aumento na 
sobrevida dos animais com LPA. Os resultados promissores obtidos neste estudo são 
encorajadores e sugerem que as MSCs podem ser uma opção terapêutica para tratar a 
sepse e a lesão pulmonar aguda em pacientes no futuro. 
 
 
Palavras-chave: sepse, infecção pulmonar aguda, células-tronco mesenquimais, 
inflamação. 
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Mesenchymal stem cells (MSC) were first identified by Friedenstein and Petrakova 

(1966), who isolated these progenitor cells from rat bone marrow and found that these 

cells are able to differentiate into connective tissue lineage including bone, adipose 

tissue, cartilage and muscle. MSCs have emerged in recent years as therapeutic tools 

based on four important features: differentiation potential, capacity to modulate 

immune responses, pro-angiogenic and repair promoting capacities, and low 

immunogenicity, the latter feature may allow allogeneic treatments. Based on their 

immunomodulatory properties and paracrine effects through trophic factors with anti-

fibrotic, anti-apoptotic or pro-angiogenic properties, MSCs are considered a promising 

instrument for cell therapy, in particular for inflammatory diseases. MSCs regulate the 

function of a broad range of immune cells, and are activated by inflammatory mediators 

released from activated immune cells. The mechanisms involved in the 

immunoregulatory activity of MSCs are still under investigation. Therefore, MSCs 

become a potential treatment alternative for sepsis and for acute lung infection, which 

may lead to the interruption of the sequence in the pathogenesis and cause mortality 

reduction of both pathologies. The principal objective of this study was to evaluate the 

therapeutic and immunomodulatory effect of MSCs in the treatment of sepsis and acute 

lung injury and search for their possible mechanisms of action. Our results 

demonstrated for the first time that the reduction of inflammation in sepsis caused by 

treatment with MSCs is directly involved in the inhibition of the pathway of mitogen-

activated proteins (MAPKs) and that MSCs were unable to modulate the expression of 

toll-like receptors. During acute lung injury (ALI), the immunomodulation caused by the 

treatment and the decrease of the oxidative stress that consequently led to a decrease 

in the formation of extracellular neutrophil network (NETs),  leading to an increase in 

the survival of animals with LPA. The promising results obtained in these studies are 

encouraging and suggest that MSCs might be a therapeutic option to treat sepsis and 

acute lung infection in patients in the future. 

 

Keywords: Sepsis, acute lung injury, mesenchymal stem cells, inflammation. 
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1. Introdução 

 

1.1 Sepse 

 

A sepse é uma síndrome complexa de origem infecciosa, ocasionando uma 

resposta inflamatória sistêmica descontrolada do indivíduo. É caracterizada por 

manifestações múltiplas que podem determinar disfunção ou até mesmo a falência de 

um ou mais órgãos, e consequentemente sua morte. Seus fatores fisiopatológicos 

incluem, principalmente, o local da infecção, sendo os sistemas da coagulação, 

fibrinolítico e inflamatório os determinantes de sua evolução1. 

O termo septicemia vem sendo usado desde a Grécia antiga para descrever casos 

onde havia putrefação associado com doença e morte2. Esta patologia foi descrita 

primeiramente por Tilney et al3 em 1973, como “falência sistêmica seqüencial”, 

abrangendo três pacientes que evoluíram para óbito por falência orgânica. Em 1975 

Baue4 descreveu três pacientes como “falência orgânica sistêmica progressiva, múltipla 

ou seqüencial”. 

Devido a esta grande quantidade de termos sinônimos para designar a mesma 

condição clínica e a sua gravidade, em agosto de 1991, uma nova definição foi 

estabelecida pelo American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care 

Medicine, determinando assim um consenso sobre as definições e os critérios para o 

diagnóstico da sepse5. Em 2001, a International Sepsis Definitions Conference (Tabela 1), 

congregando um maior número de pesquisadores e peritos de várias partes do mundo, 

optou por não modificar as definições vigentes e sim por ampliar a lista de sinais e 

sintomas da sepse6. 

 

Tabela 1- Critérios para diagnóstico na sepse 

 

Infecção documentada ou suspeita e algum dos seguintes critérios: 
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– Variáveis gerais 

Febre (temperatura central > 38,3º C) 

Hipotermia (temperatura central < 36º C) 

Freqüência cardíaca > 90 bpm ou > 2 DP acima do valor normal para a idade 

Taquipnéia 

Alteração de sensório 

Edema significativo ou balanço hídrico positivo ( > 20 ml/kg/24 horas) 

Hiperglicemia na ausência de diabete (glicemia > 120 mg/dl) 

 

– Variáveis inflamatórias 

Leucocitose (contagem leucócitos totais > 12.000 / mm³) 

Leucopenia (contagem leucócitos totais < 4.000 / mm³) 

Contagem de leucócitos totais normal com > 10% de formas imaturas 

Proteína C-reativa no plasma > 2 DP acima do valor normal 

Procalcitonina plasmática > 2 DP acima do valor normal 

 

– Variáveis hemodinâmicas 

Hipotensão arterial (PAs < 90 mmHg, PAM < 70 mmHg, ou 

Redução da PAs > 40 mmHg em adolescentes, ou PAs / PAM < 2 DP abaixo do normal 

para idade) 

Saturação de oxigênio venoso misto > 70% (não válido para crianças) 

Índice cardíaco > 3,5 L/min (não válido para crianças) 
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– Variáveis de disfunção de órgãos 

Hipoxemia arterial (PaO2 / FiO2 < 300) 

Oligúria aguda (diurese < 0,5 mL/kg/h) 

Creatinina > 0,5 mg/dL 

Alterações de coagulação (INR > 1,5 ou TPPA > 60 s) 

Íleo (ausência de ruídos hidroaéreos) 

Trombocitopenia (contagem de plaquetas < 100.000 / mm³) 

Hiperbilirrubinemia (Bilirrubina total > 4 mg/dL) 

 

– Variáveis de perfusão tecidual 

Hiperlactatemia (> 1 mmol/L) 

Enchimento capilar reduzido ou moteamento 

BPM: batidas por minuto; DP: desvio padrão; PAs: pressão arterial sistólica; PAM: 

pressão arterial média; PaO2: pressão parcial de oxigênio; FiO2: fração inspirada de 

oxigênio; INR: razão normalizada internacional; TTPA: tempo de tromboplastina parcial 

ativada. 

 A Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European Society of Intensive Care 

Medicine (ESICM) convocaram uma força-tarefa internacional para revisar as definições 

de sepse e choque séptico em janeiro de 2014.  Em fevereiro de 2016, este último 

consenso foi publicado no periódico JAMA7,8 e posteriormente apresentado no 45th 

Critical Care Congress em 2016. Para facilitar o diagnóstico da sepse, foi identificado um 

novo critério clínico que pode ser utilizado em emergênicas hospitalares, para 

rapidamente avaliar e diagnosticar pacientes com sepse. 

A nova ferramente diagnóstica é denomida quickSOFA (escore sequencial de 

falência orgânica) ou qSOFA. Consiste em 3 testes clínicos que são conduzidos no leito 
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do paciente para identificar o risco para o desenvolcimento da sepse. O acesso ao qSOFA 

é feito por 3 sinais clínicos: 

- Alteração do estado mental. 

- Diminuição da pressão sistólica abaixo de 100 mmHg. 

- Frequência respiratória maior que 22 respirações/min. 

Dados indicam que pacientes com 2 ou mais destas condições tem um 

significante risco de prolongar sua estadia na UTI (3 ou mais dias) ou morrer no hospital. 

Para esses pacientes, recomenda-se aos médicos uma investigação maior sobre a 

disfunção orgânica, iniciem ou intensifiquem a terapia conforme apropriado e 

considerem o encaminhamento para cuidados intensivos ou aumentem a freqüência de 

monitoramento dos pacientes. Se os pacientes possuem 2 ou 3 componentes do qSOFA, 

devem ser examinados para falência orgânica e para tanto, dois novos critérios clínicos 

foram identificados e devem ser utilizados para o diagnóstico de pacientes com choque 

séptico, que são7,8: 

- Persistente hipotensão requerendo vasopressores para manter Pressão Arterial 

Media ≥65 mmHg. 

- Lactato sanguíneo ≥2 mmol/L, apesar de volume adequado de ressuscitação. 

Os dados indicam que as taxas de mortalidade dos pacientes com estas duas 

condições são superiores a 40%, ou quatro vezes maior do que os pacientes com sepse. 

As novas recomendações representam um importante avanço, mas certamente não o 

último no estudo em evolução da sepse7,8. Essas definições atualizadas denominadas 

"Sepsis-3", devem oferecer maior consistência para estudos epidemiológicos e ensaios 

clínicos e facilitar o reconhecimento prévio e o manejo mais oportuno de pacientes com 

sepse ou com risco de desenvolver a sepse. 

 

.  
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1.1.1 Epidemiologia 

 

A sepse tem representado um grave problema epidemiológico para os sistemas 

de saúde em todo o mundo, tanto do ponto de vista econômico como social. Atualmente 

a sepse acomete cerca de 18 milhões de pessoas por ano no mundo.  De acordo com 

um estudo epidemiológico nos EUA, a incidência da sepse aumentou de 82,7 para 

240,4/100 mil habitantes, bem como as mortes relacionadas a ela, ainda que a taxa de 

mortalidade geral entre os pacientes com sepse tenha sido reduzida nesse período9. 

A incidência da sepse relatada na literatura pode variar de acordo com as 

características de cada região e local, sendo que nos EUA e Europa, a sepse é responsável 

por 2-11% das internações em UTI. Análise retrospectiva de Jacobs et al10, em mais de 

2.000 admissões de uma UTI pediátrica, identificou 42,5% de pacientes com doença 

infecciosa, dos quais 63% destes evoluíram para o estado de choque séptico. Proulx et 

al11, avaliando 1.058 admissões em UTI pediátrica do hospital universitário canadense, 

identificaram 82% de síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SRIS), sendo 23% de 

etiologia infecciosa (sepse), das quais 2% com choque séptico. No Brasil a incidência da 

mortalidade provocada pela sepse e suas conseqüências varia de 40 a 45%, conforme 

dados do Brazilian Sepsis Epidemiological Study12. 

Estudos epidemiológicos mais recentes revelam que as bactérias Gram-positivas 

se tornaram a causa mais comum de sepse nos últimos 25 anos 13. De acordo com as 

estimativas mais recentes na sepse, há cerca de 200.000 casos de sepsis Gram-positiva 

(maior incidência de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus 

spp) a cada ano, em comparação com aproximadamente 150.000 casos de sepsis Gram-

negativa (maior incidência de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumonia) nos EUA 14.  

Embora as causas bacterianas da sepse tenham aumentado com o aumento geral 

da incidência, as causas fúngicas da sepse têm crescido a um ritmo ainda mais rápido. 

Isso pode representar um aumento geral nos casos de sepse nosocomial, promovendo 

assim infecções fúngicas para um papel mais importante13. 
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1.1.2 Resposta do Organismo à Infecção na Sepse 

 

A inflamação é uma resposta normal do hospedeiro contra agentes infecciosos. 

A sepse é caracterizada pela produção excessiva de mediadores inflamatórios, assim 

como pela expressiva ativação de células inflamatórias, resultando em uma anarquia 

metabólica15. 

Quando a infecção ou bacteremia ocorre, a primeira linha de defesa do 

hospedeiro é realizada por células fagocitárias (macrófagos, monócitos e granulócitos 

polimorfonucleares) e pela via alternativa do complemento, agindo de maneira não 

específica. Posteriormente, as imunoglobulinas e as células imunocompetentes iniciam 

à resposta imune específica15,16. 

Os componentes da parede bacteriana, onde se destacam as endotoxinas 

(lipopolissacárideos) dos microorganismos gram-negativos (principalmente o lipídio A) 

e o ácido teicóico dos microorganismos gram-positivo são os principais ativadores da 

resposta do hospedeiro. Eles desencadeiam a cascata inflamatória através da indução 

da produção de citocinas pelos macrófagos e monócitos, que, quando ativados, 

produzem sequencialmente, Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α), Interleucina-1 (IL-

1), Interleucina-6 (IL-6) e a Interleucina-8 (IL-8) que interagem com outras células e 

elementos celulares (polimorfonucleares, células endoteliais, fibroblastos, plaquetas e 

os próprios monócitos), induzindo a produção e liberação de mediadores secundários, 

contribuindo para uma resposta inflamatória tardia16,17 (Figura 1).  

Paralelamente à liberação das citocinas pró-inflamatórias, o organismo responde 

a agentes infecciosos, liberando citocinas antiinflamatórias como Interleucina 4 (IL-4), 

Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 13 (IL-13), Fator de Crescimento Tecidual Beta (TGF-

), entre outras. Estes mediadores parecem tanto contrabalançar as ações dos 
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mediadores pró-inflamatórios, através da redução da síntese e da liberação desses 

mediadores, quanto antagonizar seus efeitos 18,19. 

 

 

Figura 1 - Início da resposta séptica. Representação esquemática do reconhecimento do LPS e início da 

resposta séptica por células hospedeiras. LPS e outros padrões moleculares bacterianos são reconhecidos 

pelas células hospedeiras e produzem uma resposta via TLRs e suas vias descendentes. A ativação de vias 

associadas a TLR leva à ativação de factores de transcrição incluindo NF-κB e o fator de liberação de 

insulina (IRF-3). Isto resulta na produção de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigénio 

que desempenham um papel central na patogênese da sepse e podem propagar ainda mais a resposta 

inflamatória, por exemplo, através de receptores de factor de necrose tumoral 15. 

  

As células endoteliais possuem um importante papel na homeostasia, regulação 

do tônus vascular e fibrinólise20,21 e quando ativadas diretamente pelas endotoxinas ou 

citocinas, adquirem função pró-coagulante e protrombótica, provocadas pela liberação 

de tromboplastina, inibidor do ativador do plasminogênio e do fator ativador 
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plaquetário (PAF), além da diminuição da produção de trombomodulina. Elas também 

produzem mediadores inflamatórios, tais como as Interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), 

prostaciclina, endotelina (capaz de aumentar o tônus vascular) e o óxido nítrico22,23. A 

destruição local do endotélio pela aderência de polimorfonucleares ativos causa 

aumento da permeabilidade e edema tecidual, que contribui para a ampliação da reação 

inflamatória21. 

Alterações nas dimensões dos pequenos vasos, juntamente com alterações 

bioquímicas e fisiológicas sangüíneas, prejudicam a homeostasia da microcirculação 

durante o choque séptico, sendo esse o principal sítio de ataque, podendo tornar-se 

uma área fértil para o crescimento bacteriano descontrolado18. Um importante fator 

precipitante é a diminuição da deformidade dos eritrócitos, que depende das 

propriedades viscoelásticas da membrana celular, viscosidade do citoplasma e da razão 

entre a área de superfície corpórea e o seu volume, podendo estar todos estes fatores 

alterados, devido à acidose, hipotermia e alterações na geometria da hemácia. Estas 

alterações, somadas a vasodilatação, levam à falta de oxigenação nos tecidos e à lesão 

celular22. 

 

1.1.3 MAPKs e Sepse 

 

As proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) são um grupo de proteínas 

quinases serina/treonina que são altamente conservadas em todas as espécies 

eucarióticas. As MAPKs têm papel importante nos processos celulares, tais como 

proliferação, respostas ao estresse, apoptose e defesa imunológica. Em organismos 

multicelulares, MAPKs são necessários para diferenciação celular, desenvolvimento, 

aprendizagem, memória e secreção de fatores parácrinos e autócrinos. Em células de 

mamíferos, existem três vias de MAPK bem definidos: a via da quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK), a via da c-JUN N-terminal quinase (JNK, também conhecida como 

MAPK8) e a p38 (também conhecida como MAPK14) 24.  

As MAPKs ativadas podem fosforilar uma vasta gama de alvos ‘downstream’, 

incluindo proteínas quinases e fatores de transcrição, que facilitam a transcrição de 
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genes regulados por MAPK. Além da regulação transcricional, as MAPKs também podem 

regular a expressão gênica de seus alvos, alterando a estabilidade, o transporte e a 

tradução do mRNA. Estas cascatas de sinalização não estão apenas envolvidas em 

processos celulares normais, mas também têm sido implicadas na patologia de muitas 

doenças, incluindo cancro, aterosclerose, diabetes, artrite e choque séptico25. 

A produção de muitos mediadores inflamatórios, tais como o fator de necrose 

tumoral (TNF), interleucina-1β (IL-1β) e a IL-6, bem como a prostaglandina e o óxido 

nítrico (sintetizados pela ciclooxigenase-2 (COX2) e óxido sintase (iNOS) 

respectivamente), são reguladas positivamente por MAPKs. Em vários modelos de 

inflamação sistémica, incluindo a modelos de sepse em camundongos, foi demosntrado 

que as MAPKs são mediadores chave que conduzem à produção de citocinas 

inflamatórias durante a sepse26. 

 

1.1.4 Tratamento da sepse 

 

A resposta inflamatória sistêmica da sepse pode se restringir a um fenômeno 

auto-limitado ou pode progredir para quadros de maior gravidade, como sepse grave, 

choque séptico e disfunção ou falência de um ou mais órgãos. Apesar da grande 

quantidade de investigações e de relatos sobre sepse e síndromes correlatas nos últimos 

anos, o controle definitivo do foco infeccioso é imperativo no tratamento, sendo a 

primeira prioridade. Contudo, além das medidas de suporte de vida, quando indicadas, 

outras medidas devem ser tomadas de acordo com a gravidade de apresentação da 

respectiva síndrome27. 

Os antimicrobianos (AMs) são os agentes mais específicos e acessíveis para o 

tratamento do paciente com infecção, embora representem uma abordagem somente 

parcial do problema. Nas últimas quatro décadas, os estudos sobre o efeito do uso de 

AMs nas infecções graves por germes gram-positivos ou gram-negativos têm 

demonstrado uma considerável redução da morbidade e da mortalidade. Os AMs 

podem ser mais úteis no tratamento de estágios clínicos precoces da sepse ou 

bacteremia, antes que a produção seqüencial dos mediadores da inflamação do 
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hospedeiro determine estágios mais adiantados na cascata inflamatória, com eventuais 

danos teciduais graves28. Entretanto, alguns autores sustentam a idéia de que os AMs 

podem exacerbar a resposta inflamatória devido à lise dos microrganismos, com 

liberação de material de sua parede celular e consequente produção de mediadores 

inflamatórios endógenos29. 

Nos últimos 30 anos, 38 novos agentes terapêuticos experimentais foram 

submetidos a ensaios clínicos avançados de Fase II ou Fase III em doentes com sepse, 

mas nenhum resultou em quaisquer achados positivos significativos. Mais 

recentemente, a utilização de Drotrecogin alfa não confirmou os resultados positivos 

obtidos em estudos pré-clínicos30. Atualmente, vem sendo testadas estratégias para 

modular a excessiva geração ou ação de mediadores na sepse. A intervenção em 

qualquer passo da sequência dos eventos fisiopatológicos que caracterizam a resposta 

inflamatória sistêmica da sepse, no sentido de modificar (modular) essa reação do 

hospedeiro, parece ser a estratégia terapêutica com maiores perspectivas de mudar os 

resultados na terapia da sepse. Infelizmente, o uso clínico de terapias bloqueadoras de 

mediadores específicos tem falhado em reduzir a mortalidade geral associada à sepse. 

Contudo, a interrupção da seqüência, na patogênese, em múltiplos pontos, é a melhor 

chance na redução da alta mortalidade atual desta patologia31. 

 

1.1.5 Células-Tronco Mesenquimais (MSCs) e Sepse 

 

As células-tronco mesenquimais foram identificadas primeiramente por 

Friedenstein e Petrakova (1966), que isolaram estas células progenitoras a partir da 

medula de ratos e observaram serem estas células capazes de se diferenciarem em 

linhagem de tecido conectivo, incluindo osso, tecido adiposo, cartilagem e músculo32. 

Nos últimos anos, foi descoberto que as células-tronco mesenquimais são 

potentes moduladoras da resposta imune.  Estas células apresentam um elevado grau 

de quimiotaxia, baseado em citocinas pró-inflamatórias, localizando tecidos inflamados 

e neoplásicos33,34,35. Acredita-se que a capacidade proliferativa e pluripotente destas 

células seja independente do tecido de origem, desde que cultivadas em condições 
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adequadas. Morfologicamente, estas células apresentam-se fusiformes, assemelhando-

se a fibroblastos36,37. 

O tecido adiposo representa uma fonte abundante e acessível de células-tronco 

adultas que podem se transformar em diversas linhagens celulares. As células derivadas 

do tecido adiposo possuem grande similaridade com células mesenquimais encontradas 

na medula óssea, e seu processo de coleta é menos invasivo38. 

Em situações clínicas agudas, como a sepse, poderia ser impossível a obtenção 

de células-tronco autólogas em número suficiente para ter um efeito terapêutico. 

Entretanto, evidências sugerem que as MSCs podem ser "imunoprivilegiadas" na 

medida em que estas células, mesmo alogeneticamente ou xenogênicas quando são 

transplantadas, podem ter uma habilidade inata para evitar a detecção pelo sistema 

imune do destinatário. Isto levanta a possibilidade para transplante não autólogos de 

MSCs como uma estratégia terapêutica. Embora mais pesquisas sobre o seu uso no 

tratamento em diferentes patologias sejam necessárias, é possível que MSC alogênicas 

possam ser mantidas em "bancos de células" e utilizadas terapeuticamente quando 

indicadas, eliminando assim a necessidade de obter células autólogas e expandi-las na 

fase aguda39,40,41. 

As células-tronco são potentes fontes de citocinas antiinflamatórias como fator 

de crescimento tecidual-β (TGF- β), IL-10 e IL-13. Além disso, atenuam a inflamação, 

causando uma diminuição de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1, IL-642,43,44.  

Acredita-se que a sua propriedade antiinflamatória e citoprotetora aumenta 

para um grau ainda maior quando as células-tronco são expostas a ambientes nocivos 

semelhantes aos encontrados durante a sepse. Estas características das células-tronco 

podem ser úteis no seu uso como agentes terapêuticos da sepse (Figura 2).  
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Figura 2 - Atuação das células-tronco durante a sepse. Mecanismos propostos pelos quais as células-

tronco podem oferecer benefício terapêutico na sepse. As células-tronco transplantadas, estimuladas 

pelos ambientes nocivos encontrados na sepse, produzirão fatores citoprotetores, antiapoptóticos e anti-

inflamatórios que podem desempenhar um papel na atenuação da resposta inflamatória do hospedeiro 

e da lesão tecidual resultante durante a sepse. Esta resposta pode ser mediada por TLRs e receptores de 

fator de necrose tumoral em superfícies de células-tronco. Os fatores de crescimento produzidos pelas 

células-tronco, incluindo VEGF, FGF2, IGF-1 e HGF, podem melhorar a vascularização do tecido hipóxico, 

melhorar a cicatrização e regeneração do tecido, estimular a proliferação de células estaminais residentes 

e promover a auto-sobrevivência. Os mediadores anti-inflamatórios produzidos pelas células-tronco tais 

como o TGFβ, IL-10 e IL-13 podem atenuar a inflamação e os seus efeitos potencialmente prejudiciais. 

Alem disso, as células-tronco podem causar uma diminuição da apoptose e melhor remodelação da matriz 

extracelular resultando em tecido mais saudável e viável15. 

Em um modelo de lesão pulmonar induzida por LPS, níveis reduzidos de citocinas 

pró-inflamatórias após o transplante de células-tronco foram associados com menor 

formação de edema pulmonar, redução da permeabilidade do epitélio alveolar, e um 

tempo de sobrevida maior. Estes benefícios são reforçados através de fatores 

citoprotetores e proangiogênicos, secretados pelas células-tronco como VEGF (fator de 

crescimento vascular endotelial), fator de crescimento de hepatócitos (HGF), fator de 
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crescimento semelhante à insulina (IGF-1), e fator de crescimento fibroblástico 

(FGF)45,46. 

 

A capacidade das células-tronco de reduzirem a apoptose celular pode conferir 

ainda uma outra fonte de benefício para o seu uso na sepse. As células-tronco têm 

demonstrado aumento da regulação de expressão de proteínas anti-apoptóticas, tais 

como a Bcl-2 e a diminuição da expressão de proteínas pró-apoptóticas, tais como 

caspases47. 

Estudos já demonstraram que em modelos experimentais de sepse, o 

tratamento com células-tronco mesenquimais foi efetivo.  Os principais fatores positivos 

associados ao aumento da sobrevida animal durante a sepse nesses estudos estão 

relacionados ao fato destas células reduzirem a resposta inflamatória local e 

sistemicamente, inibirem a apoptose em tecidos lesados, estimulando a 

neoangiogênese, aumento da depuração bacteriana, redução da atividade deletéria dos 

neutrófilos em tecido lesados e o favorecimento à formação de linfócitos regulatórios, 

entre outros33,48,49,50.  

 

1.2 Lesão Pulmonar Aguda (LPA) 

 

A lesão pulmonar aguda (LPA) e síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA) descrevem síndromes clínicas de insuficiência respiratória aguda com 

substancial morbidade e mortalidade. Mesmo em pacientes que sobrevivem à LPA, há 

evidências de que a sua qualidade de vida ao longo dos anos é adversamente afetada51. 

Ashbaugh e colaboradores em 1967 foram os primeiros a usar a síndrome do 

SDRA para descrever um estudo de coorte composto por 12 pacientes criticamente 

doentes com insuficiência respiratória aguda52. 

Em 1994, depois de décadas de diferentes definições foi estabelecida pelo 

American-European Consensus Conference Comittees, e essa foi amplamente adotada 

por clínicos e pesquisadores da área na identificação da LPA. Segundo o consenso, a LPA 
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foi conceituada como uma síndrome caracterizada por inflamação pulmonar aguda e 

persistente, com edema pulmonar devido ao aumento da permeabilidade vascular, 

associada a três achados clínicos53: 

1. Infiltrado radiológico alveolar bilateral; 

2. Relação entre a pressão parcial de oxigênio arterial e a fração inspirada de 

oxigênio (PaO2/FiO2) entre 201 e 300 mmHg, independente do valor da pressão 

positiva expiratória final (PEEP); 

3. Ausência de evidência clínica de elevação da pressão atrial esquerda. 

A SDRA, por sua vez, apresenta definição semelhante à LPA, exceto pela presença 

de hipoxemia grave, identificando-se uma relação entre PaO2/FiO2 igual ou menor a 

200 mmHg, independente do valor PEEP. Portanto, considera-se que a SDRA representa 

o estágio mais grave do espectro da LPA54. 

A probabilidade de um paciente desenvolver LPA aumenta à medida que um ou 

mais fatores de risco estão presentes. Por essa razão, é de fundamental importância 

identificar o paciente de risco, pois quanto mais precocemente se intervém na causa de 

base, melhor será o prognóstico. 

Os fatores de risco mais comumente relacionados à LPA são os seguintes 55: 

 Dano direto: aspiração, infecção pulmonar difusa (pneumonia), inalação tóxica, 

contusão pulmonar, embolia gordurosa e toxicidade pelo oxigênio. 

 Dano indireto: sepse, politraumatismo, politransfusão, choque, queimaduras, 

pancreatite, “by-pass” cardiopulmonar, intoxicação exógena, coagulação 

intravascular disseminada e excesso de fluidos. 

Histologicamente, a LPA é caracterizada pela presença de dano alveolar difuso. 

O padrão da lesão envolve três fases histopatológicas distintas55: 

 Fase exudativa: caracterizada por edema intersticial e alveolar, bem como pela 

formação de membranas hialinas. Ocorre na primeira semana de evolução do 

quadro; 
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 Fase proliferativa: caracterizada pela melhora do edema pulmonar, pela 

proliferação de pneumócitos do tipo II, infiltração intersticial por miofibroblastos 

e deposição de colágeno; 

 Fase fibrótica: ocorre em pacientes com doença prolongada, caracterizada por 

alteração da “arquitetura” pulmonar normal, fibrose difusa e formação de cistos. 

 

É importante salientar que as três fases histológicas da lesão não 

necessariamente ocorrem em todos os pacientes com LPA. 

A incidência de LPA é difícil de ser mensurada devido às definições não 

uniformes, variações etiológicas, variação geográfica, documentação inadequada e sub-

reconhecimento da entidade da doença. A taxa de mortalidade dessa síndrome clínica 

chega a 40%, sendo que a maioria das mortes ocorre por disfunção de múltiplos órgãos 

e, apenas uma pequena porcentagem, morre propriamente por insuficiência 

respiratória51,56. 

 

1.2.1 Patogenicidade  

 

A lesão pulmonar aguda é uma doença de inflamação aguda que provoca 

perturbações do endotélio pulmonar e das barreiras epiteliais. A membrana alveolo-

capilar é formada pelo endotélio microvascular, interstício e epitélio alveolar. 

Características celulares da LPA incluem a perda da integridade da membrana alvéolo-

capilar, a migração excessiva de neutrófilos transepiteliais, liberação de citocinas pró-

inflamatórias e mediadores citotóxicos57 (Figura 3). 

Biomarcadores encontrados no epitélio e endotélio e que estão envolvidas nas 

cascatas de coagulação e inflamatórios são indicadores de morbilidade e mortalidade 

na LPA. Após uma infecção ou trauma, o aumento de citocinas pró-inflamatórias ocorre 

como uma resposta direta e/ou como um marcador de lesão celular em curso. Meduri 

e colaboradores descreveram que os níveis plasmáticos persistentemente elevados de 

interleucinas (IL-6 e IL-8) e do fator de necrose tumoral (TNF-α) estão fortemente 
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associados a um aumento da mortalidade. Na figura três podemos ver o processo 

inflamatório pulmonar na LPA58,59,60. 

Com a inflamação, as barreiras habitualmente responsáveis por impedir o edema 

alveolar são perdidas, havendo escape de proteínas do espaço intravascular em direção 

ao espaço intersticial, promovendo edema intersticial e alveolar. O influxo de líquido 

com elevada concentração de proteínas para o interior dos alvéolos altera a integridade 

do surfactante pulmonar, lesiona o tecido pulmonar e causa um colapso alveolar. 

Alterações na coagulação e na fibrinólise também ocorrem na lesão pulmonar, 

especificamente na proteína C e o no inibidor do ativador de plasminogênio tipo 161,62. 

A migração de neutrófilos transepiteliais é uma característica importante de 

lesão pulmonar aguda pois os neutrófilos são os primeiros envolvidos na inflamação. A 

ativação excessiva e/ou prolongada de neutrófilos contribuem para a destruição da 

membrana basal e aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. A migração 

de grupos de neutrófilos resulta na ampliação mecânica de rotas migratórias para 

neutrófilos paracelulares. Os neutrófilos também liberam mediadores pró-inflamatórios 

e pró-apoptóticos prejudiciais, que agem sobre as células adjacentes criando lesões 

ulcerosas63.  

 

1.2.2  Radicais Livres na LPA 

 

Os radicais livres (RLs) são gerados em processos de oxidação biológica e 

exercem funções importantes no organismo. A redução do oxigênio à água forma 

radicais livres, sendo o O2- (superóxido) o primeiro radical livre formado nesse processo. 

A geração de RLs, como o O2-, é outro importante mecanismo de lesão provocado pelos 

polimorfonucleares, principalmente pelos neutrófilos64,65. 
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Figura 3. Processo inflamatório na LPA. O alvéolo normal (esquerda) e o alvéolo lesado na fase aguda da 

lesão pulmonar aguda (direita). Na fase aguda desta síndrome, há desprendimento das células epiteliais 

brônquicas e alveolares com a formação de membranas hialinas ricas em proteínas na membrana basal 

desnudada. Os neutrófilos são mostrados aderindo ao endotélio capilar machucado e marginando através 

do interstício para o espaço aéreo, que é preenchido com líquido edema rico em proteína 57.  

 

Uma fonte importante de RLs é o sistema de transporte de elétrons mitocondrial, 

sendo seu principal sítio de formação o complexo citocromo b-ubiquinona. Na 

mitocôndria, a citocromo oxidase promove a redução completa de uma molécula de 

oxigênio (O2) em uma molécula de água (H2O) e, para isso, são necessários quatro 

elétrons. Contudo, nem sempre o O2 origina H2O diretamente. Como consequência de 
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sua configuração eletrônica, a molécula de O2 tem forte tendência, durante as reações, 

de receber um elétron de cada vez, formando uma série de intermediários tóxicos e 

reativos, tais como: radical superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2), e radical 

hidroxila (OH-). O primeiro e o último destes apresentam elétrons desemparelhados e 

são classificados como RLs. Já o H2O2 não tem elétrons não-pareados na última camada 

e é classificado como uma espécie reativa de oxigênio (EROs)66,67. 

O O2
- é o primeiro intermediário formado a partir da redução incompleta do 

oxigênio molecular na formação da H2O, e a partir dele podem se formar outras EROs 

como o OH- e o H2O2. Muitos sistemas enzimáticos catalisam a redução do O2 à O2
-. 

Podemos citar como exemplos: xantina oxidase, flavina oxidase e peroxidases. Várias 

outras enzimas como aquelas que catalisam a formação de prostaglandinas 

(ciclooxigenases) e leucotrienos (lipooxigenases) também são fontes de O2
-. Quando os 

RLs são produzidos em taxas que superam a capacidade antioxidante dos organismos 

ocasionam uma situação de estresse oxidativo68,69. 

A alteração no balanço antioxidante/oxidante parece ser muito importante na 

fisiopatologia da LPA. Concentrações diminuídas de antioxidantes (ácido úrico, 

glutationa, ascorbato) são observadas nas vias aéreas de pacientes com LPA. 

Concentrações elevadas de H2O2 bem como de produtos da peroxidação de 

fosfolipídeos de membrana foram observados no ar exalado por pacientes com LPA68,70. 

 

1.2.3 Redes neutrofílicas extracelulares (NETs) 

 

Os neutrófilos, sob condições fisiológicas, têm meia vida curta, sendo 

comprometidos com a morte celular programada (apoptose). A apoptose é essencial 

para regulação das populações celulares adultas, porém em tecidos infectados pode ser 

atrasada por componentes microbianos e por estímulos pró-inflamatórios71. 

Durante a inflamação, quando os neutrófilos chegam ao local inflamado, já estão 

equipados com as proteínas necessárias para matar o microorganismo presente no 

tecido. O encontro com o patógeno causa a ativação de neutrófilos com a imersão do 
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microrganismo em um fagossomo. No fagossomo ocorrem dois eventos: primeiro, há 

grande geração de espécies reativas de oxigênio ROS e, segundo, os grânulos dos 

neutrófilos fundem-se ao fagossoma, descarregando peptídeos antimicrobianos e 

enzimas72. Juntos, estes dois eventos levam à morte microbiana. Além disso, estudos 

recentes mostram que os neutrófilos possuem outro mecanismo antimicrobiano, pois 

quando ativados por substâncias químicas tais como, acetato miristato de forbol, LPS, 

IL-8, por bactérias gram-positivas ou gram-negativas e fungos, liberam para o meio 

extraceluar a cromatina associada a diferentes proteínas, formando um complexo de 

armadilhas extracelulares chamadas redes neutrofílicas extracelulares (NETs). Estes 

NETs são abundantes em locais inflamados, como encontrado em pacientes com 

apendicite, pré-eclâmpsia e com infecção por Streptococcus pneumoniae72,73. 

Os NETs são importantes em proceder e matar as bactérias provocando o 

confinamento do patógeno no local da infecção. Entretanto, estudos recentes sugerem 

que esta ação pode provocar danos teciduais. A exposição do tecido às proteases 

associadas aos NETs podem provocar lesões celulares e por essa razão podemos ver que 

os NETs podem ter dois efeitos importantes. Em contrapartida, representam um 

mecanismo fundamental para a morte de microrganismos, prevenindo que se 

disseminem pelo organismo a partir do local da infecção. Por outro lado, a formação dos 

NETs pode ter efeitos deletérios para o hospedeiro devido à liberação de proteínas, 

como as proteases, que podem lesionar os tecidos adjacentes73. 

Estudos experimentais têm ligado os NETs à lesão pulmonar aguda. Um 

mecanismo importante parece ser a interação entre neutrófilos e de plaquetas, que 

induzem rapidamente a NETosis, conduzindo o aprisionamento de neutrófilos no 

endotélio, a ativação da coagulação, e aumento na permeabilidade vascular74. Estudo 

recente realizado por Rossaint e colaboradores, utilizando um modelo de LPIV (lesão 

pulmonar induzida por ventilação mecânica), demonstrou que a inibição da NETosis, 

bem como desintegração de redes por meio de tratamento com DNase, tinha função 

protetora contra a lesão pulmonar gerada pelo modelo de LPIV75. 
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1.2.4 Tratamento da LPA e a Utilização de MSCs 

 

O tratamento da lesão pulmonar aguda é baseado em estratégias ventilatórias e 

não ventilatórias. Até o presente momento, os avanços mais significativos no 

tratamento de suporte de pacientes com lesões pulmonares são associados com a 

melhoria do controle da ventilação mecânica76. 

Recentes avanços na compreensão da fisiopatologia da lesão pulmonar aguda 

levaram a investigações de vários potenciais tratamentos farmacológicos. Apesar das 

evidências pré-clínicas demonstrarem certa efetividade no tratamento da LPA, ensaios 

de fase clínica III não demonstraram efetividade necessária para o uso destas 

alternativas. Dentre eles estão: surfactante exógeno, o óxido nítrico inalado, 

prostaglandina E1 intravenosa, glicocorticóides, cetoconazol, lisofilina, N-acetilcisteína, 

e proteína C ativada77,78,79,80,81,82,83. 

Entretanto, um novo tratamento promissor para LPA é a utilização de células-

tronco mesenquimais (MSCs). MSCs secretam fatores parácrinos que reduzem a 

gravidade da LPA, incluindo os fatores de crescimento, fatores que regulam a 

permeabilidade da barreira e citocinas anti-inflamatórias. Estudos demonstraram 

propriedades anti-inflamatórias das MSCs tanto in vivo como in vitro84,85. 

Em um modelo com camundongos, endotoxina de Escherichia coli foi instilada 

nos espaços aéreos distais do pulmão, seguido por administração intrapulmonar direta 

de MSC 4h após a instilação. As MSCs diminuíram o volume de líquido extravascular 

pulmonar, a permeabilidade alvéolo-capilar e a mortalidade. A resposta pró-

inflamatória foi regulada negativamente, enquanto que a anti-inflamatória foi 

aumentada86. Atualmente diversos trabalhos estão sendo realizados a fim de agregar 

novos dados para que seja possível a condução de estudos experimentais e ensaios 

clínicos Fase I e II em pacientes com LPA grave. 
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2. Justificativa 

 

 

Estudos recentes apontam, como uma alternativa promissora, a utilização de 

células-tronco mesenquimais no tratamento da lesão pulmonar aguda e da sepse. Seu 

potencial imunomodulador e angiogênico contribui na interrupção da seqüência da 

patogênese, reduzindo a mortalidade em modelos experimentais. Entretanto, os 

mecanismos de ação que essas células exercem durante ambas a patologias ainda são 

incertos. Desta forma, a concentração de esforços para desvendar como atuam estas 

células e qual sua influência sobre diferentes vias são essenciais, para que futuramente 

este tratamento possa ser utilizado como uma alternativa terapêutica para a sepse e 

para a LPA. 
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3. Objetivos 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito terapêutico e imunomodulador de células-tronco mesenquimais 

no tratamento da sepse e da infecção pulmonar aguda. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

Sepse 

- Avaliar a formação de edema através da análise histopatológica do tecido pulmonar 

nos diferentes grupos experimentais; 

- Realizar análise in vivo dos mediadores inflamatórios (COX-2, NF-κB, IL-1, IL-6, TNF-α) 

e antiinflamatórios (IL-10) nos dos diferentes grupos experimentais; 

- Realizar o cocultivo das MSCs com a linhagem de macrófagos pulmonares (RAW 264.7); 

- Avaliar a capacidade de alteração da via das MAPKs e do NF-κB no cocultivo celular; 

- Avaliar a expressão de mRNA mediadores inflamatórios (COX-2, IL-1β, IL-6) e 

antiinflamatórios (IL-10) no cocultivo celular; 

- Avaliar a expressão de COX-2 e NF-κB no cocultivo em 24 e 48h; 

- Avaliar a expressão de COX-2 e NF-κB nos macrófagos pré-tratados com inibidores 

específicos para MAPKs; 

- Avaliar o perfil de expressão de mRNA de diferentes receptores tipo toll (TLR2, 3, 4 e 

9) em córtex cerebral, cólon, fígado, rim e pulmão dos animais nos diferentes grupos 

experimentais in vivo; 

  

Lesão Pulmonar Aguda (LPA) 

- Avaliar a sobrevida dos animais nos diferentes grupos experimentais durante a LPA; 



35 
 

- Avaliar a formação de edema, através da análise histopatológica do tecido pulmonar 

nos diferentes grupos experimentais; 

- Realizar a contagem total e diferencial de células no lavado bronco-alveolar dos 

animais estudados; 

- Realizar análise dos mediadores inflamatórios (COX-2, NFκB, IL-1, IL-6, TNF-α) e 

antiinflamatórios (IL-10) nos dos diferentes grupos experimentais; 

- Avaliar e comparar o dano oxidativo no soro e no tecido pulmonar através da 

determinação dos níveis de TBARS, DCF e grupos carbonil nos diferentes grupos 

experimentais; 

- Avaliar e comparar as enzimas antioxidantes no tecido pulmonar através da 

determinação de alguns parâmetros como: catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) 

e glutationa reduzida (GSH); 

- Avaliar o efeito das células-tronco sobre a formação dos NETs e sua quantificação nos 

diferentes grupos experimentais; 

- Realizar a análise da função mecânica do sistema respiratório dos animais para 

determinar alterações na função pulmonar. 
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CAPÍTULO II 
 

ARTIGO ORIGINAL I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aOs resultados do presente trabalho foram submetidos ao no Stem Cell Research & Therapy e 

está formatado de acordo com as normas do periódico.  

Fator de Impacto: 4,504 
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4. Artigo Original I 
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CAPÍTULO III 
 

ARTIGO ORIGINAL II 

 

 

 

Mesenchymal stem cells improves survival in LPS-induced acute lung 

injury acting through inhibition of NETs formationa 

 

 

 

 

 

 

 

 

aOs resultados do presente trabalho foram publicados no Journal of Cellular Physiology e está 

formatado de acordo com as normas do periódico.  

 

Fator de Impacto: 4,155 
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CAPÍTULO IV 
 

ARTIGO ORIGINAL III 

 

 

 

Mesenchymal stem cells cannot affect mRNA expression of toll-like 

receptors in different tissues during sepsisa 

 

 

 

 

 

 

 

aOs resultados do presente trabalho foram publicados no periódico Inflammation Research e 

está formatado de acordo com as normas do periódico.  
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CAPÍTULO V 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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7. Considerações Finais 

 

Alertado nos últimos anos pela morbidade e mortalidade decorrentes da sepse 

e da LPA, principalmente por deficiências dos atuais regimes terapêuticos, 

pesquisadores se voltaram à terapia baseada em células como uma nova abordagem 

para o tratamento destas patologias. Embora inicialmente acreditava-se que o maior 

potencial de células-tronco residia na sua capacidade de enxertar e se diferenciar em 

tipos de células de órgãos lesados, elas também exibem uma gama de habilidades 

benéficas, incluindo migração para locais lesionados, modulação da cascata 

inflamatória, prevenção de apoptose celular nos tecidos, promoção da neoangiogênese, 

ativação de células-tronco residentes e a modulação da atividade de vários tipos 

celulares do sistema imunológico.   

Considerando nossa experiência em estudos anteriores50 utilizando estas células 

como tratamento em modelo experimental de sepse, este trabalho teve como objetivo 

elucidar mecanismos aos quais estas células estão envolvidas durante a sepse e durante 

a lesão pulmonar aguda.  

Trabalhos anteriores demonstraram que as células-tronco eram capazes de 

reprogramar macrófagos de um estado pró-inflamatório a um estado anti-inflamatório, 

provocando um aumentando a liberação da interlecuina anti-inflamatória IL-1033. 

Entretanto, os mecanismos alterados nas células efetoras do sistema imune não estão 

completamente elucidados.   

Desta forma, o primeiro objetivo do nosso trabalho foi identificar um modelo 

pelo qual nós poderíamos verificar de que maneira as células-tronco mesenquimais 

afetam os macrófagos do hospedeiro modulando a resposta inflamatória a ponto de 

diminuírem a liberação de mediadores inflamatórios. 

 Primeiramente, nós testamos dois modelos de sepse, um deles utilizando 

apenas LPS e outro, desenvolvido pelo nosso laboratório 50,87, utilizando uma cápsula 

contendo suspensão de Escherichia coli e fezes. Os nossos primeiros resultados 

indicavam que o modelo utilizando apenas LPS não era capaz de provocar uma 

inflamação pulmonar concisa e que o modelo desenvolvido pelo laboratório 
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apresentava melhores resultados para a sequência do trabalho. Ficou evidenciado 

também que as MSCs eram efetivas na redução do score inflamatório peribronquial e 

perivascular durante a sepse. 

Subsequentemente para verificar se as células MSCs possuíam efeito importante 

sobre o quadro inflamatório, nós avaliamos diversos marcadores inflamatórios e anti-

inflamatórios envolvidos durante a sepse. O tratamento com as MSCs foi efetivo na 

redução dos marcadores inflamatórios (IL-6 e TNF-α) e aumento na produção da 

interleucina anti-inflamatória IL-10, o que apenas corroborava com resultados 

anteriores. Nós ainda realizamos a análise da COX-2 e do NF-κB que estão diretamente 

envolvidos na estimulação da produção dos mediadores inflamatórios e ficou evidente 

a capacidade destas células em inibirem a expressão de ambos. 

Estes resultados iniciais nos conduziram a buscar o mecanismo pelo qual isto 

ocorria durante nosso modelo experimental. Desta forma, nós resolvemos iniciar o 

trabalho in vitro que nos possibilitava estudar com mais clareza o que observávamos in 

vivo. Neste momento do trabalho nós iniciamos a colaboração com o laboratório de 

biologia molecular do Centro de Ciências Fisiológicas da Universidade de Barcelona. 

Incialmente o nosso objetivo era retirar os macrófagos pulmonares e conduzi-los 

para a cultura celular e dar sequência aos experimentos in vitro. Entretanto devido a 

limitações das técnicas e ao número elevado de experimentos que queríamos realizar 

se tornou inviável ao longo do tempo dar sequência ao trabalho dessa forma. Então, nós 

optamos por utilizar uma linhagem celular de macrófagos pulmonares de camundongos 

(RAW 264.7) o que possibilitou o melhor desenvolvimento do trabalho. 

Sabe-se que as MAPKs estimulam produção de muitos mediadores inflamatórios, 

tais como o fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β), IL-6, COX-2 e do 

NF-κB25. Desta maneira, nós resolvemos investigar se as células-tronco poderiam de 

alguma forma influenciar a fosforilação de duas vias das MAPKs (ERK 1/2, p38) e diminuir 

a produção dos mediadores inflamatórios.  

O primeiro passo dos nossos experimentos in vitro foi verificar se nosso modelo 

era efetivo em ativar a via das MAPKs nos macrófagos e encontrar o melhor tempo para 

que pudéssemos identificar possíveis alterações. Nossos resultados indicaram que o 
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modelo utilizando LPS era efetivo e que tempos curtos eram mais efetivos para 

verificação das fosforilações, o que nos fez optar pelos tempos de 15’, 30’ e 60’.  

Dando sequência ao trabalho, para verificarmos se as MSCs eram capazes de 

influenciar a rota das MAPKs, nós realizamos o cocultivo celular entre os macrófagos e 

as MSCs. Nós tentamos de duas maneiras, contato direto , célula-célula, e o contato 

indireto através da utilização de uma membrana denominada ‘trans-well’ o que impedia 

o contato entre as células, permitindo apenas a troca de fatores liberados no meio de 

cultivo. O contato direto se mostrou mais efetivo e continuamos os experimentos com 

este modelo. 

Nos primeiros experimentos realizados com o cocultivo é visível a capacidade das 

MSCs em diminuir a fosforolição das MAPKs, tanto para ERK como para p38. Além disso, 

é possível observar a redução de RSK (substrato da ERK) e de NF-κB. Estes resultados 

indicavam que possivelmente as células-tronco agiam por essa rota para diminuir a 

produção e liberação de mediadores inflamatórios provenientes dos macrófagos. Para 

maior robustez dos resultados nós analisamos por duas metodologias diferentes 

(western blot e imunofluorescência) e em ambas obtivemos resultados semelhantes. 

Antes de darmos sequência à investigação para verificar se os mediadores 

inflamatórios estavam realmente diminuindo, nós decidimos realizar todos os 

experimentos de cocultivo novamente e incluir um grupo apenas com MSCs para 

verificar se a expressão de cada proteína analisada era apenas dos macrófagos e não das 

MSCs. O resultado demonstra que a influência da expressão proveniente das MSCs no 

western blot é mínima e que o que tínhamos encontrado anteriormente realmente era 

proveniente dos macrófagos. 

Prosseguindo com a nossa investigação, nós procuramos identificar se a inibição 

da via das MAPKs provocada pelas MSCs em tempos curtos poderia influenciar a 

expressão de COX-2 e NF-κB em períodos longos de tempo, portanto, nós resolvemos 

avaliar a expressão de mediadores inflamatórios a longo prazo (24 e 48h). Nossos 

experimentos demosntram uma clara diminuição na expressão destes marcadores nas 

células que são cocultivadas com MSCs. Além disso, nós realizamos a análise de outros 

mediadores inflamatórios (IL-1β e IL-6) e anti-inflamatório (IL-10) e fica evidente a 
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imunomodulação provocada pelas MSCs nos macrófagos cocultivados, corroborando 

com os resultados encontrados in vivo. 

Entretanto, apesar de todos estes nossos esforços, de alguma maneira faltava 

demonstrar que realmente a inibição dessa via pelas MSCs estava diretamente 

envolvida na diminuição da liberação de fatores pro-inflamatórios dos macrófagos e que 

isto poderia contribuir para o controle da inflamação no decorrer da sepse. Sendo assim, 

nós resolvemos realizar um experimento diferente substituindo o cocultivo celular e 

tratando os macrófagos com dois inibidores de MAPKs diferentes (SB203580 para p38 e 

U0126 para ERK 1/2) que mimetizassem o papel que nós achávamos que as MSCs 

estavam desempenhando. Quando observamos a expressão de COX-2 e NF-κB pós 

tratamento com ambos inibidores, foi possível observar que há uma diminuição 

significativa quando comparado com as células não tratadas, demonstrando que a 

inibição desta rota possivelmente é capaz de modular a inflamação e que os resultados 

obtidos com as MSCs provavelmente são devido a sua capacidade de inibir a via das 

MAPKs. 

Terminado este primeiro trabalho nós resolvemos investigar outros possíveis 

mecanismos das MSCs no processo inflamatório. Os resultados obtidos no primeiro 

artigo avaliando a diminuição do edema pulmonar e o domínio das técnicas para estudo 

desse tecido nos fez optar por investigar a atuação das células em um modelo agudo e 

pontual no pulmão, desta maneira optamos por utilizar a LPA induzida por LPS. 

No primeiro momento realizamos uma curva de sobrevida e identificamos que 

as MSCs aumentavam a sobrevida dos animais quando comparado com o grupo não-

tratado. Este primeiro resultado promissor nos conduziu a investigar o que levava a esse 

aumento na sobrevida dos animais.  

 Nós iniciamos realizando um experimento semelhante ao do artigo anterior, 

verificando se nosso modelo era efetivo e se poderíamos novamente observar a 

efetividade das MSCs na modulação da inflamação pulmonar. Os primeiros resultados 

indicavam que sim, porque o tratamento sistêmico com as células foi capaz de diminuir 

o score inflamatório peribronquial e perivascular no tecido pulmonar. Além disso, foi 

possível observar que os animais tratados tinham menos migração celular, já que, 
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tínhamos uma redução significativa na contagem de células totais, macrófagos e 

neutrófilos além da diminuição das proteínas no lavado bronco-alveolar. 

Dando sequência aos nossos experimentos, nós resolvemos confirmar se a 

redução de células efetoras do sistema imune no tecido pulmonar e diminuição na 

formação do edema se refletia nos marcadores inflamatórios. Nossos resultados 

indicaram que sim, como na sepse aqui também temos a redução de IL-6 e TNF-α tanto 

sistemicamente (soro) quanto local (BALF). Entretanto, não observamos alterações na 

IL-10, anti-inflamatória, o que diferencia dos nossos resultados obtidos na sepse. 

Como já se sabe que a resposta inflamatória pulmonar é mediada por níveis 

aumentados de espécies reativas, nós resolvemos avaliar parâmetros de estresse 

oxidativo no pulmão e verificar se as MSCs poderiam estar alterando essa via. O 

tratamento com MSCs não foi capaz de alterar ou melhorar a atividade de enzimas 

antioxidantes, no entanto, foi capaz de diminuir a produção de ROS, danos aos lípidos 

de membrana e de proteínas carbonil, indicando que MSCs podem prevenir a lesão 

pulmonar induzida por LPS. 

As concentrações elevadas de ROS são responsáveis pela liberação e ativação de 

proteases derivadas de neutrófilos e pela formação de armadilhas extracelulares de 

neutrófilos (NETs) com a expulsão de fibras de cromatina do núcleo de neutrófilos como 

estratégias adicionais para combater e matar eficazmente microorganismos invasores88. 

No entanto, quando esses mecanismos estão excessivamente ativados tornam-se 

altamente destrutivos para os tecidos. Desta forma, todos experimentos iniciais 

serviram de base para chegarmos na hipótese central deste segundo artigo, que foi 

verificar se as MSCs poderiam influenciar a formação dos NETs, e que até o momento 

não se tinha descrito na lesão pulmonar aguda.  

Quando nós realizamos o experimento para a verificação da formação dos NETs 

nos neutrófilos retirados dos animais tratados com MSCs, nós observamos uma 

diminuição da formação dos NETs quando comparado com os animais não tratados. Nós 

realizamos ainda a dosagem de DNA extracelular no BALF e a redução no grupo tratado 

foi significativa. Nós ainda realizamos um ensaio de apotose celular para verificar que 

este DNA extracelular encontrado não provinha de um aumento de células apoptóticas 
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e/ou necróticas devido a LPA. Nenhuma diferença foi encontrada entre os grupos o que 

corrobora com os nossos resultados e demonstra que este DNA é proveniente da 

liberação dos NETs. Nós ainda tentamos realizar a análise de formação dos NETs 

diretamente no tecido pulmonar, entretanto, por limitações da técnica a vizualização do 

que realmente eram formações de NETs no tecido pulmonar era pouco específica, então 

optamos por não utilizar estes resultados. 

Para concluirmos este trabalho nós ainda resolvemos investigar se estes efeitos 

benéficos provocados pelo tratamento MSCs era capaz de melhorar a função pulmonar 

através da avaliação da mecânica respiratória. Infelizmente, nosso modelo não se 

mostrou efetivo para que observássemos qualquer diferença entre os grupos, estudos 

recentes com metodologia semelhante ao nosso trabalho também não obtiveram 

nenhuma diferença nos parâmetros de mecânica respiratória em 24h89. Possivelmente 

estudos futuros realizando curvas de tempo possam elucidar melhor esta avaliação 

neste modelo.   

Em um último momento para um terceiro artigo nós retomamos o estudo das 

MSCs na sepse e realizamos uma análise de expressão de mRNA de receptores tipo toll 

em diferentes órgãos (córtex cerebral, cólon, rim, fígado e pulmão). Os receptores tipo 

toll são receptores de reconhecimento de padrões que desempenham um papel 

fundamental na detecção de invasão microbiana e no início de respostas imunes inatas 

e adaptativas. Nós conduzimos a análise de quatro receptores diferentes (TLR2, 3, 4, 9) 

e não foi possível observar nenhuma alteração entre o grupo tratado com MSCs e o 

grupo não tratado em nenhum dos órgãos analisados. Nós tivemos algumas limitações 

nesse estudo, dentre elas, o tempo em que realizamos a análise. Devido ao nosso 

modelo ser um modelo muito grave de sepse possivelmente em 12h seria complicado 

encontrar alguma alteração, talvez a realização dos experimentos em tempos mais 

curtos possa ser possível observar alguma diferença. Entretanto, o estudo é válido pois 

até o presente momento não temos publicada nenhuma análise de diversos receptores 

tipo toll em um modelo de sepse experimental e a influência do tratamento com MSCs.  

Por fim, de acordo com todos os nossos resultados, ficou evidenciado claramente 

no trabalho que as MSCs atuam durante a sepse modulando  o sistema imune através 

da via das MAPKs e consequentemente reduzindo a produção e liberação de mediadores 
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inflamatórios. Além disso, ficou clara a efetividade das MSCs no tratamento da LPA, 

através da diminuição de mediadores inflamatórios e redução do estresse oxidativo 

ocasionando assim uma inibição da formação dos NETs.  Cabe salientar que mais estudos 

devem ser realizados para aprofundar o conhecimento de outros mecanismos pelos 

quais estas células atuam para que futuramente possamos utilizar estas células como 

uma possível alternativa para o tratamento da sepse e da LPA em pacientes. 
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