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Transplante de células da medula 0ssea
no tratamento da cardiopatia chagasica cronica

Bone marrow cells transplant in the treatment
of chronic chagasic cardiomyopathy
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RESUMO

A cardiopatia chagasica cronica é ainda uma das maiores causas de 6bito por insuficiéncia cardiaca na América
Latina e para a qual ndo ha nenhum tratamento eficaz até o momento. Enquanto a populacdo de individuos com
doenca de Chagas aguarda o desenvolvimento de novos quimioterapicos mais eficientes e de menor toxicidade para
a eliminacdo do Trypanosoma cruzi, uma nova estratégia surgiu na tentativa de reparar ou diminuir os danos causados
ao miocardio de pacientes com forma crénica cardiaca. Trata-se do transplante de células de medula dssea obtidas
do préprio individuo a ser tratado, que pode levar a melhora funcional e da qualidade de vida dos pacientes, como
ocorreu em estudos utilizando esta abordagem para o tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia
isquémica. Os possiveis efeitos de terapias celulares e sua utilizagdo em pacientes cardiopatas chagasicos crénicos
sdo discutidos no presente artigo.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas. Cardiopatia. Células-tronco. Medula 6ssea. Transplante autélogo.

ABSTRACT

Chronic chagasic cardiomyopathy remains a major cause of death due to heart failure in Latin American countries and
for which there is currently no effective treatment. While chagasic patients wait for the development of more efficient
and less toxic chemotherapeutics for the elimination of Trypanosoma cruzi, a new strategy has appeared in an attempt to
repair or ameliorate the damage caused to the myocardium of patients with chronic chagasic cardiomyopathy. This
therapy, involving the transplant of bone marrow cells obtained from the patient to be treated, may lead to improvement
in heart function and in life quality of patients with severe chagasic cardiopathy, similar to that obtained with this
approach in the treatment of patients with heart failure of ischemic etiology. The possible effects of cell therapies and
its applications in chronic chagasic cardiopaths are discussed in the present report.

Key-words: Chagas’ disease. Cardiomyopathy. Stem cells. Bone marrow. Autologous transplant.

Nos Ultimos anos, uma nova area da medicina vem sendo
desenvolvida, que abre perspectivas inovadoras para o tratamento
de doencas cronico-degenerativas. E a chamada medicina
regenerativa e consiste na utilizacdo de células, fatores de
proliferacdo e diferenciacdo celulares e biomateriais que
permitem ao proprio organismo reparar tecidos e 6rgaos
lesados. Alguns dos alvos terapéuticos séo drgaos considerados
por muito tempo como incapazes de desenvolver quaisquer

processos de regeneracdo, como o cérebro e o coragdo. Os
relatos de demonstracdes de que os tecidos adultos possuem
células-tronco pluripotentes proprias °*, de que ha migracio
de células-tronco do sangue periférico e sua diferenciagéo para
tipos celulares residentes em 6rgdos como o coragdo®® e de que
células ja diferenciadas podem proliferar em resposta a agressfes
teciduais® tém sido cada vez mais freqlientes na literatura, e
indicam que o processo de regeneracdo ocorre nestes tecidos,
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embora possa ndo ser eficiente para levar & cura dependendo
do grau de dano tecidual que tenha ocorrido. Este é o caso do
infarto do miocérdio, onde uma baixa taxa de proliferagdo de
mioblastos e cardiomidcitos pode ser detectada nas bordas das
lesBes, porém ndo o suficiente para reparar todo o dano tecidual
causado pela isquemia, resultando em extensas areas de fibrose.

CELULAS-TRONCO

A célula-tronco é uma célula indiferenciada, capaz de proliferar
e de originar outras células-tronco (o que é denominado auto-
regeneragdo) e células com capacidade de se diferenciar,
originando células diferenciadas com capacidade funcional
normal. Para realizar a dupla tarefa de se auto-regenerar e ao
mesmo produzir células diferenciadas, a célula-tronco pode seguir
dois modelos bésicos de divisdo celular. O deterministico, onde a
divisdo de uma célula-tronco gera invariavelmente uma nova célula-
tronco e uma célula que ira se diferenciar; ou o aleatério ou
estocastico, onde algumas células-tronco geram apenas novas
células-tronco ao se dividirem, enquanto outras geram apenas
células com potencial para sofrer diferenciagéo.

CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

Em 1981, foi descrita a técnica de imortalizag&o de células
derivadas da massa celular interna de blastocistos de embrides
de camundongos, as células-tronco embrionérias ou ES
(embryonic stem cells)*. Células ES sdo pluripotentes, pois
podem proliferar indefinidamente in vitro sem se diferenciar,
mas também podem se diferenciar em varios tipos celulares
dependendo das condi¢des de cultivo. Outra caracteristica
especial destas células é que elas podem ser re-introduzidas em
embribes de camundongos, dando origem a células em todos
0s tecidos do animal adulto, inclusive a células germinativas"’.
O fato das células ES se integrarem em todos os tecidos do animal
adulto quando re-introduzidas em embrides de camundongo
demonstra o seu potencial de diferenciagdo em qualquer célula
do organismo, de uma célula da pele a um neurdnio. Vérios
estudos demonstraram a diferenciagdo das células ES de
camundongos em tipos celulares distintos em culturas in vitro,
gerando células hematopoiéticas, neurbnios, astrocitos e
oligodendracitos, dentre outras?. A identificacdo dos fatores que
levam ao direcionamento deste processo de diferenciacéo
permitird que, a partir de células-tronco embrionérias, possamos
cultivar de forma controlada os mais diferentes tipos celulares,
abrindo a possibilidade de expandir ou construir in vitro tecidos
e 6rgdos, tornando vidvel a bioengenharia tecidual.

CELULAS-TRONCO NOS ORGANISMOS ADULTOS

Desde a década de 60, sabe-se que organismos adultos tém a
capacidade de auto-regenerar determinados tecidos como a pele,
o epitélio intestinal e principalmente o sangue, que tem suas células
constantemente destruidas e renovadas, num complexo e

finamente regulado processo de proliferagéo e diferenciacdo
celular. Durante muitas décadas estudou-se 0 processo de
hematopoiese a partir de células-tronco multipotentes de medula
Ossea, que sdo capazes de dar origem a células progressivamente
mais diferenciadas e com menor capacidade proliferativa.

A nocdo de que varios tecidos e 6rgaos do corpo humano, como
o figado, mUsculo esquelético, pancreas, e Sistema nervoso, tem um
estoque de células-tronco, com uma capacidade limitada de
regeneracdo tecidual apds injuria, é também recente®. Ainda mais
recente € a idéia de que as células-tronco presentes nestes varios
orgdos sdo ndo apenas multipotentes, no sentido de que podem gerar
as células constitutivas daquele drgéo especifico, mas também
pluripotentes, no sentido de que também podem gerar células de
outros 6rgdos e tecidos. O primeiro relato desta propriedade das
células-tronco adultas foi feito em 1998 por um grupo de cientistas
italianos que estudaram a regeneracdo de musculo esquelético por
células derivadas da medula 6ssea®. Embora o proprio masculo
esquelético possua células-tronco, denominadas de células satélite,
Giuliana Ferrari e colaboradores demonstraram ao injetar células de
medula 6ssea de camundongos transgénicos em musculos esqueléticos
lesados quimicamente em camundongos imunodeficientes, que as
células medulares injetadas eram capazes de se diferenciar em midcitos
no ambiente muscular. Quando ao invés de injetar as células medulares
na lesdo muscular os autores faziam um transplante da medula 6ssea
geneticamente marcada para os camundongos imunodeficientes, havia
uma migrago das células medulares do animal doador para a area
lesada no musculo esquelético do recipiente, demonstrando que, sob
condicBes de injdria, células-tronco medulares adultas podem migrar
para a regido lesada e se diferenciar em musculo esquelético. Este
trabalho estabeleceu duas novas idéias, a de que células-tronco de
medula 6ssea podem dar origem a células musculares esqueléticas e
a de que ha migracdo das células medulares para regioes lesadas no
musculo esquelético.

Em janeiro de 1999, cientistas liderados por Angelo Vescovi
publicaram um trabalho no qual demonstrou-se que células-tronco
neurais de camundongos adultos podem restaurar as células
hematopoiéticas na medula dssea de camundongos que a tiveram
destruida por irradiacdo® Este trabalho representou uma
verdadeira revolugdo nos conceitos até entdo vigentes, pois
demonstrou que uma célula-tronco adulta derivada de um tecido
reconhecido por seu alto grau de diferenciacéo e limitada
capacidade proliferativa é capaz de seguir um programa de
diferenciagdo completamente diverso se colocada em um ambiente
adequado. Demonstrou também que as células-tronco adultas ndo
estdo limitadas no seu potencial de diferenciagdo pela sua origem
embrioldgica; as células neurais tém origem no ectoderma e as
sanguineas no mesoderma embrionario.

Ainda em 1999, um grupo de cientistas suecos demonstrou
que células-tronco neurais de camundongos adultos tem um
potencial generalizado de diferenciagdo, podendo formar
qualquer tipo celular, de musculo cardiaco a estdmago, intestino,
figado e rim, quando injetadas em embrides de galinha e de
camundongos®. A partir destes experimentos, consolidou-se a
idéia de que células-tronco de organismos adultos retém a
capacidade proliferativa e de diferenciacdo em qualquer tipo
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celular do organismo, independente de seu tecido de origem,
desde que cultivadas sob condi¢des adequadas.

Esta pluripotencialidade das células-tronco adultas recoloca
aquestdo da utilizacdo terapéutica das células-tronco em bases
totalmente novas. Ndo apenas nos vemos livres das questdes
ético-religiosas que cercam a utilizacdo das células-tronco
embrionarias na medicina, mas também nos livramos dos
problemas de rejeicdo imunoldgica ao podermos utilizar células-
tronco do préprio paciente adulto na regeneragdo de tecidos
ou 6rgdos lesados.

APLICAGOES DE TERAPIAS COM CELULAS-TRONCO EM
CARDIOPATIAS

Como mencionado acima, a constatacdo da pluripotencialidade
das células-tronco abriu novas possibilidades terapéuticas. Nas
cardiopatias em particular, 0 avango das terapias celulares foi
fantastico. Em casos de infarto do miocérdio, a injecéo de células-
tronco obtidas de medula 6ssea nas bordas da area lesada pela
isquemia induziu o reparo do miocérdio lesado e causou a
melhora funcional, inicialmente em estudos utilizando modelos
animais®*2, e mais recentemente, em pacientest*1%%, Nos trabalhos
experimentais, demonstrou-se que a melhora funcional estava
associada a uma diminuicdo da éarea de fibrose, a formacéo de
novos cardiomidcitos e a neovascularizagdo® 2. O tratamento de
animais com hormdnios celulares, tais como o G-CSF e o SCF,
capazes de induzir a mobilizacéo de células de medula 6ssea para
a periferia, foi também capaz de diminuir as lesfes causadas
posteriormente por um processo isquémico no miocardio®,
Recentemente, a injecdo direta de fatores de crescimento celular
(IGF-1 e HGF) em coragdes de ratos lesados por agressdo
isquémica, resultou em recuperacgéo da funcdo cardiaca e
regeneracéo celular (Nadal-Ginard: comunicagdo pessoal),
antevendo a possibilidade de terapias baseadas na simples injecao
de fatores de estimulacdo e/ou crescimento celular.

Nossos estudos em modelos animais de cardiopatia isquémica
crdnica demonstraram que células-tronco oriundas da medula 6ssea,
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que sao de fcil obtengdo e que podem ser coletadas do proprio
individuo a ser tratado (transplante autélogo), sdo eficazes no
tratamento de insuficiéncia cardiaca de origem isquémica, e indicaram
um potencial da utilizacio desta terapia em outras cardiopatias™.

TRATAMENTO DA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA
COM CELULAS-TRONCO

A cardiopatia chagésica cronica, uma doenga que afeta milhGes
de individuos na América Latina, é uma doenca para a qual ndo
h& nenhum tratamento eficaz. Esta doenca é caracterizada por
uma resposta inflamatdria que leva & destruicdo progressiva do
miocardio, resultando em cardiomegalia e insuficiéncia cardiaca
congestiva, levando a morte dos individuos’. Embora os
mecanismos de patogénese da doenca ainda ndo estejam
esclarecidos, a melhora da fungdo cardiaca, como ocorre no
reduzido nmero de pacientes que recebem transplante cardiaco,
previne a acelerada evolugdo para o 6bito. Portanto, uma terapia
capaz de causar uma melhora da fungéo cardiaca, e que seja mais
accessivel & populagdo de cardiopatas chagasicos, em sua grande
maioria de baixa renda, é de grande interesse.

Para testar a eficacia da terapia com células de medula 6ssea
na cardiopatia chagasica, utilizamos o modelo experimental de
camundongos isogénicos infectados pela cepa Colombiana de
Trypanosoma cruzi. Células de medula 6ssea foram obtidas de
camundongos normais e injetadas por via endovenosa em
camundongos com cardiopatia chagasica cronica®®. O grau de
inflamacdo e de fibrose foi avaliado em varios periodos pos-
transplante. Camundongos transplantados tiveram uma melhora
significativa na miocardite dois meses apos o transplante, resultante
de um aumento de apoptose nas células do infiltrado inflamatério
(Figura 1a). Mais surpreendentemente, a fibrose existente no
coragao chagasico cronico diminuiu significativamente, indicando
ser este um processo reversivel (Figura 1b). Os efeitos da terapia
com células de medula dssea foram duradouros, uma vez que o
numero de células inflamatdrias e a area de fibrose permaneceram
reduzidos até seis meses ap6s o tratamento. Utilizando células de
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Figura 1 - Redugdo da fibrose e inflamagdo no miocardio chagasico cronico ap6s o transplante de células de medula dssea. Grupos de
camundongos BALB/c com infeccdo cronica (18 meses de infeccdo), ndo tratados ou transplantados com células de medula 6ssea singénicas
(2x107 células por camundongo) foram sacrificados apds 30 ou 60 dias de transplante. Sec¢des do coragdo foram preparadas para avaliagdo
histopatoldgica com coloragao por hematoxilina/eosina para analise do infiltrado inflamatério (a) ou por tricrémio de Masson para
quantificacdo de fibrose intersticial (b). Barras verticais representam os desvios padrdes da media de 3-8 camundongos.
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medula 6ssea obtidas de camundongos chagasicos cronicos,
infectados juntamente com os camundongos receptores,
verificamos que estas células tém potencial semelhante de induzir
a melhora da miocardite e diminuigdo de fibrose, sugerindo que
0 transplante autélogo de células de medula dssea em pacientes
chagasicos poderia trazer resultados benéficos para estes pacientes.

Com a utilizagdo de células de medula Gssea obtidas de
camundongos transgénicos para a proteina verde fluorescente
(EGFP) ou para 3-galactosidase de Escherichia coli (Gtrosa26),
pode-se rastrear o destino de células-tronco injetadas em animais
tratados. Ao avaliar o coragdo de camundongos chagasicos
cronicos nos primeiros 15 dias ap6s o transplante, pode-se
verificar a presenca de células transgénicas no miocardio,
indicando que parte destas células migram para o coragéo
(Figura 2). Algumas destas células apresentaram morfologia de
cardiomidcito e expressdo de miosina, indicando a diferenciacio
das células de medula 6ssea transplantadas neste tipo celular
(Figura 2b). No momento, estamos realizando experimentos para

Figura 2 - Células de medula 6ssea injetadas em animais chagasicos
cronicos migram para o miocardio inflamado e se diferenciam em
cardiomidcitos. a, Seccdo de coragdo de camundongo C57BL/6
chagasico cronico 3 dias apds o transplante de células de medula dssea
de camundongos transgénicos para f-Gal. a, Seccdo de coragdo de
camundongo C57BL/6 chagasico cronico 15 dias ap6s o transplante
de células de medula dssea de camundongos transgénicos para EGFP.
Sec¢Bes foram coradas (em verde) com anti-3-Gal (a) ou antiGFP (b)
e antimiosina (em vermelho), seguido do corante nuclear Hoechst
33258, e visualizadas em microscopio confocal.

verificar se esta melhora a nivel histopatolégico se correlaciona
com uma melhora da funcéo cardiaca dos animais tratados com
transplante de células de medula 6ssea. Uma possivel seqiiéncia
de eventos ocorridos no coragdo dos camundongos que receberam
as células-tronco esta resumida na Figura 3.

As causas damelhora da inflamagéo e da fibrose no modelo murino
de cardiopatia chagéasica apds o transplante de células de medula
6sseaainda ndo estdo esclarecidas. O tratamento ndo causou alteragdo
nacarga parasitaria, indicando que ndo ha um efeito direto no parasita.
E possivel, no entanto, que a resposta imune que promove a cardiopatia
chagésica sejamodulada pelo transplante de células de medula dssea.
A observagdo de apoptose nas células do exudato inflamatério dos
camundongos chagasicos transplantados, assim como a duragéo
prolongada do efeito dos transplantes (até 6 meses apds o transplante)
sdo indicagBes de que as células transplantadas podem estar alterando
a resposta agressora ao coragdo. De fato, um trabalho recente
demonstrou a atividade supressora de células da medula dssea em
respostas imunes?,

Os dados experimentais no modelo murino nos levaram a
testar, pela primeira vez no mundo, o uso de terapia com células
de medula dssea em pacientes com insuficiéncia cardiaca de
etiologia chagasica, em colaboracdo com Hospital Santa Izabel,

miocardio chagasico crénico

transplante de células de
medula éssea

e &g © B s
5 <
cardiomiécito  cardiomiécito células células células fibrose amastigotas
lisado inflamatérias inflamatérias tronco de de T. cruzi
em apoptose medula éssea

Figura 3 - Esquema do reparo tecidual resultante do transplante de
células-tronco de medula 6ssea na cardiopatia chagasica cronica.
0 miocéardio chagasico cronico apresenta intensa inflamagao que
causa miocitolise e deposicdo de fibrose (a). Apos o transplante de
células-tronco, estas migram para o miocardio inflamado e causam
reducdo do nimero de células inflamatérias por indugdo de
apoptose (através de mecanismos ainda desconhecidos) e
diminuicdo da fibrose presentes na cardiopatia chagasica cronica
(b). O reparo do tecido lesado (c) pode resultar da transformagéo
de células-tronco (residentes no tecido cardiaco ou ndo) em novos
cardiomidcitos e/ou estimulagdo da proliferagdo de cardiomidcitos
ja existentes, através de mecanismos ainda desconhecidos. A
reducdo da inflamagéo previne ou diminui a ocorréncia de novos
eventos de miocitdlise e a diminuigdo da producédo de mediadores
inflamatérios, que podem contribuir para a disfungéo cardiaca e
para a deposicao de fibrose. O parasitismo residual no coragéo,
assim como em outros tecidos, ndo é afetado por este processo.
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em Salvador, Bahia. Células de medula 6ssea s&o retiradas da crista
iliaca de pacientes chagasicos com insuficiéncia cardiaca graus 11
e IV da New York Heart Association, purificadas por centrifugaco
em gradiente de ficoll e injetadas lentamente através de um cateter
nas coronarias. Os resultados iniciais demonstram que esta terapia
é sequra e exequlivel?2, A eficacia deste tratamento esta ainda sendo
avaliada, 0 que requerera o tratamento de um nimero maior de
individuos e um acompanhamento mais prolongado.

Diferentemente da lesdo cronica resultante da isquemia do
miocardio, onde ha pouca inflamagéo e cuja area €é focal, a
cardiopatia chagésica cronica apresenta intensa inflamagéo
difusa por todo o miocardio. O tratamento de lesGes isquémicas
cronicas com células de medula 6ssea mostrou-se eficaz quando
estas foram injetadas nas bordas da lesdo™ *2. Na cardiopatia
chagésica, supomos que a resposta inflamatéria persistente leve
ao recrutamento das células de medula 6ssea transplantadas na
periferia para o tecido cardiaco. A identificagdo dos fatores
capazes de recrutar as células de medula 6ssea para 0 miocérdio
poderd abrir novas possibilidades de tratamento para esta e para
outras cardiopatias onde tais fatores ndo sejam produzidos.

E bem claro que pouco se sabe sobre os mecanismos de
regeneragao por células-tronco nesta ou em outras doengas, como
por exemplo qual o tipo de célula na populagdo de medula dssea
que tem efeito no tratamento da cardiopatia chagasica. A
identificacdo da(s) populagdo(es) responsavel(is) pelamelhora
da miocardite é de grande interesse para o entendimento dos
mecanismos de regeneragdo e para 0 desenvolvimento de
estratégias mais refinadas de interveng&o com células purificadas
e/ou fatores celulares especificos. No entanto, uma vez que a
injecdo de células de medula 6ssea pouco purificadas (somente
em gradiente de ficoll) mostrou-se eficaz ao menos no modelo
experimental, ndo se pode deixar de levar em conta o beneficio
potencial que a aplicacdo destas células pouco purificadas podem
trazer aos pacientes que ndo tém nenhuma outra op¢ao terapéutica
que ndo seja o transplante cardiaco. A purificacéo de populacdes
especificas certamente tornard o processo mais custoso, e néo
necessariamente mais eficiente.

A terapia com células de medula dssea ndo cura a doenca de
Chagas. Até onde observamos, ndo hd alteragdo na carga parasitaria
ou na parasitemia dos animais tratados, indicando que ela néo interfere
na infecgdo pelo T. cruzi. Ndo se sabe também se esta terapia tem
efeito na resposta imune agressora ao coracao. Esta é uma terapia
com a qual se tenta reparar os danos causados durante anos ou até
décadas de agressdo ao miocardio, resultante da doenca de Chagas. O
(e se espera é que estes individuos possam conviver com o parasita
sem sintomatologia, como ocorre com a maioria dos individuos
infectados pelo T. cruzi, na forma indeterminada da doenca. A
erradicagdo do parasita pelo tratamento com quimioterapicos &,
portanto, uma meta desejada nestes individuos tratados com terapia
celular, assim como em outros individuos infectados pelo T. cruzi.
Neste cendrio, ressalta-se o fato de que ha mais de 25 anos néo sdo
produzidos novos farmacos com maior eficacia e menos efeitos
colaterais do que as duas Unicas drogas ainda utilizadas contra o T.
cruzi (benzonidazol e nifurtimox). A melhoria de fungdo cardiaca
nos individuos tratados com terapia celular talvez possibilite até mesmo
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a utilizagdo das drogas j& existentes, uma vez que devido a gravidade
da doenca e pela alta toxicidade dos medicamentos, em geral, a sua
aplicagdo nem é recomendada.
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