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Resumo

Fundamento: A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, é uma das mais importantes causas de
insuficiéncia cardiaca na América Latina. A terapia celular vem sendo investigada como uma possivel opcao terapéutica
para pacientes com doencas cardiovasculares.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da terapia com células-tronco mesenquimais em um modelo
experimental de cardiomiopatia chagasica cronica.

Métodos: Camundongos C57BL/6 foram infectados com 1000 tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi e, apés
seis meses de infeccao, foram tratados com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (CTTA)
ou com meio DMEM (controle). O grupo tratado recebeu duas injecoes intraperitoneais de CTTA (1x10° células / dose),
com um més de intervalo entre as duas doses. Antes e ap6s 1 e 2 meses de tratamento, os animais chagasicos e controles
normais foram submetidos a eletrocardiograma e teste ergoespirométrico. Todos os animais foram sacrificados sob
anestesia ap6s 2 meses de tratamento, para analise histopatolégica do coracao.

Resultados: Nao foi observada melhora de arritmias e da funcao cardiovascular no grupo tratado com CTTA, porém
secgoes de coragoes de camundongos deste grupo apresentaram uma reducao significativa do niimero de células
inflamatérias (p < 0,0001) e da area de fibrose (p < 0,01) em comparacao com animais chagasicos tratados com DMEM.

Conclusao: Deste modo, conclui-se que a administracao de CTTA por via intraperitoneal é capaz de reduzir inflamacao
e fibrose no coracao de camundongos cronicamente infectados por T. cruzi, porém nao teve efeitos na fungao cardiaca
dois meses ap6s o transplante. (Arq Bras Cardiol. 2013; 100(5):460-468)

Palavras-chave: Cardiomiopatia Chagasica / terapia, Células-Tronco, Terapia Celular, Tecido Adiposo.

Abstract

Background: Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a major cause of heart failure in Latin America. Tissue therapy has
O
been investigated as a possible therapeutic option for patients with cardiovascular disease.
fe]

Objective: This study evaluated the effects of therapy with mesenchymal stem cells in an experimental model of chronic Chagasic cardiomyopathy.

Methods: C57BL/6 mice were infected with 1000 trypomastigotes from the Colombian strain of T. cruzi and, after six months of infection, were
treated with mesenchymal human stem cells from adipose tissue (ADSC) or with Dulbecco/Vogt modified Eagle’s minimal essential medium —
DMEM (control). The treated group received two intraperitoneal injections of ADSC (1x10° cells/dose), with a month interval between the two
doses. Before and after the first and second months of treatment, the chagasic and normal control animals underwent cardiopulmonary exercise
testing and electrocardiography. All animals were sacrificed under anesthesia after two months of treatment for histopathological analysis of the
heart.

Results: No improvement was observed in arrhythmias and cardiovascular function in the group of animals treated with ADSC; however,
sections of mice hearts in this group revealed a significant reduction in the number of inflammatory cells (p < 0.0001) and areas of fibrosis
(p < 0.017) in comparison with chagasic animals treated with DMEM.

Conclusion: Thus, it is concluded that administration of intraperitoneal ADSC can reduce inflammation and fibrosis in the heart of mice
chronically infected with T. cruzi; however, there were no effects on the cardiac function two months after transplantation.(Arq Bras Cardiol.
2013; 100(5):460-468)
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Introducao

A doenca de Chagas, desencadeada ap6s a infecgao pelo
protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi, representa um grave
problema de sadde publica, afetando cerca de 18 milhdes
de pessoas na América Latina, com 200 mil novos casos por
ano'. Estima-se que, nos paises endémicos, cerca de 20 mil
pacientes morram a cada ano, por complicagdes associadas
a cardiomiopatia chagasica cronica, para a qual ainda nao
existe uma terapéutica suficientemente eficaz. Por esses
motivos, é de fundamental importancia o estudo de novas
alternativas terapéuticas para os pacientes portadores de
cardiomiopatia chagdsica cronica, levando em consideragao
a sua alta prevaléncia e sua elevada morbimortalidade, além
do grande impacto socioecondmico causado por essa doenca.

Diversas pesquisas sobre o potencial terapéutico do
transplante de células-tronco tém sido realizadas nos Gltimos
anos, sobretudo na area das doencas cardiovasculares. Bocchi
e cols.? estudaram o efeito de células mononucleares de medula
6ssea, em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca nao
isquémica refrataria, tendo sido evidenciada melhora de fragao
de ejecao, classe funcional e qualidade de vida. Também foi
demonstrado anteriormente que o transplante de células da
medula 6ssea singénicas causa a melhora da miocardite chagésica
em camundongos cronicamente infectados por T. cruzi®, tendo
como possivel mecanismo de acao a indugao de apoptose das
células mononucleares do infiltrado inflamatério, com reducao
da inflamacao e do percentual de fibrose. Apesar de estudo
clinico piloto com a utilizagdo de células mononucleares em
portadores de miocardiopatia chagdsica cronica ter sugerido
beneficios*, esses dados ndo foram confirmados por ensaio clinico
randomizado’. Desse modo, estudos em modelos animais devem
ser desenvolvidos no sentido de investigar novos protocolos
terapéuticos baseados em células-tronco.

As células-tronco mesenquimais (CTM), encontradas no
estroma de varios 6rgaos, incluindo a medula éssea, vém sendo
intensamente estudadas quanto as suas caracteristicas e ao
seu potencial terapéutico em diversos modelos experimentais
pela facilidade com que podem ser obtidas e expandidas in
vitro. No trabalho de Guarita-Souza e cols.?, ratos Wistar com
cardiomiopatia dilatada chagdsica, com disfungao sistdlica de
ventriculo esquerdo, foram transplantados com cocultura de
CTM e mioblastos esqueléticos, tendo sido observada, um
més apos o transplante, importante melhora da fungéao e dos
diametros ventriculares.

Nesse contexto, o presente estudo testou a hipétese de
que a terapia com células-tronco mesenquimais humanas
derivadas de tecido adiposo é capaz de reduzir inflamagao
e fibrose e melhorar a aptidao cardiorrespiratéria em um
modelo experimental de cardiomiopatia chagdsica cronica
em camundongos.

Métodos

Animais

Trinta camundongos da linhagem C57BL/6 foram
mantidos no biotério do Centro de Biotecnologia e Terapia
Celular (CBTC) com 4gua e comida ad libitum, sob condigdes

ideais de temperatura e luminosidade. O protocolo foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do
Hospital Sao Rafael, em 12 de janeiro de 2010, sob o
nimero 05/10. As manipulagbes foram feitas de acordo
com as normas de manipulagao de animais estabelecidas no
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (Institute
of Laboratory Animal Resources, National Academy of
Sciences Washington, D. C. 1996), respeitando os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA).

Infeccao de camundongos por T. cruzi

Vinte camundongos da linhagem C57BL/6 com seis a oito
semanas de idade foram inoculados por via intraperitoneal
com 1000 tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi’,
obtidos do sobrenadante de cultura de células da linhagem
LCC-MK?2 infectadas. A avaliacdo da infecgdo aguda foi feita
por meio da parasitemia periédica.

Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo

A linhagem de células-tronco do tecido adiposo (CTTA)
humanas foi obtida a partir de material de descarte
de lipoaspiracao. Apdés incubacdo com colagenase
(Blendzymel, Roche), a preparagao foi centrifugada, e
as células foram cultivadas em meio DMEM acrescido de
L-glutamina (2 mM/L), gentamicina (50 ug/mL), Hepes
(10 mM) e 2 g/L de bicarbonato de sédio, enriquecido
com 10% de soro fetal bovino, sendo mantidas em estufa
a 37°C a 5% de CO,. As CTTA foram isoladas de outras
células mononucleares por sua capacidade de aderéncia
ao plastico e de expansao, sendo posteriormente avaliadas
quanto a expressio de marcadores de superficie por
citometria de fluxo, potencial de diferenciagdo osteogénica
e adipogénica e estabilidade cromossdmica, comprovando
as suas caracteristicas de células mesenquimais.

Tratamento dos animais chagasicos crénicos

Cada camundongo C57BL/6, seis meses apds a infecgao
por T. cruzi, foi transplantado com 1 x 10° CTTA humanas, por
via intraperitoneal. O transplante foi repetido apés trinta dias.
O grupo controle de animais infectados foi tratado com meio
DMEM, também por via intraperitoneal.

Avaliacao eletrocardiografica

Ap6s a indugao de anestesia utilizando o sistema de
isofluorano (0,5 a 2%), foi iniciada a aquisigao dos registros
eletrocardiograficos. Os registros de eletrocardiogramas
foram adquiridos usando um equipamento Bio Amp
PowerlLab System (PowerLab 2/20; ADInstruments, Castle
Hill, Australia), que permite o registro de sinais biol6gicos
em animais com total isolamento elétrico. Os dados foram
adquiridos e armazenados em computador, analisados no
programa Chart 5 for Windows (Power Lab; ADInstruments,
Castle Hill, Australia). As andlises de ECG incluiram as
medidas de frequéncia cardifaca, dos intervalos PR e QT
corrigido e a avaliagdo quanto a presenca de disttrbios de
conducdo e arritmias. Para minimizar interferéncias, foi
utilizado filtro de 0,1 a 1 Hz.
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Avaliacao funcional por ergometria

Para os estudos de ergometria, foi utilizado o equipamento
LE 8700 — CO (Panlab, Barcelona, Espanha), com fluxo de ar na
camara controlado por um trocador de gases (LE 400, Panlab).
A amostra de gases foi levada por um circuito fechado ao
analisador de gases (OXYLET 00, Panlab), sendo os dados
enviados ao computador através de um amplificador
contendo uma placa analégico-digital (ML 820, PowerLAb,
ADInstruments, Austrélia). Os dados foram armazenados em
computador para andlise no programa Chart 5 for Windows —
Metabolism for PowerLab System. Os animais foram colocados
na esteira 20 minutos antes de iniciar o exercicio. A velocidade
inicial foi de 12 cm/s, com incrementos na velocidade de
6 cm/s a cada 5 minutos. Apdés 5 minutos, o animal passava
para o segundo estagio, com velocidade de 18 cm/s, e assim
sucessivamente. Os testes foram realizados até os animais
entrarem em exaustdo, permanecendo por 5 segundos ou
mais na drea de choque. Para minimizar interferéncias, foi
utilizado filtro de 0,1 a 1 Hz. Os parametros avaliados foram
tempo de exercicio, distancia percorrida, velocidade final,
estagio maximo alcangado, consumo de oxigénio e produgao
de diéxido de carbono.

Avaliacgoes histologica e morfométrica

ApOs eutanasia dos animais, os coragdes e fragmentos de
mdsculo esquelético foram removidos e fixados em formalina
4%, para processamento histolégico. Segoes dos coragdes e dos
misculos dos animais foram coradas por hematoxilina e eosina e
analisadas por microscopia de campo claro, para a contagem de
células inflamatdrias, ou por tricromio de Masson, para avaliacao
do percentual de fibrose. As quantificacbes foram realizadas
em quatro cortes de 5 micrémetros de coragdo inteiro, com
20 a 30 micrémetros entre cada corte, depois de escaneamento
utilizando o sistema Aperio ScanScope (Aperio Technologies,
Vista, CA). As imagens foram analisadas com o programa Image
Pro Plus (versao 7.0, Media Cybernetics, San Diego, CA).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados considerando
distribuigao paramétrica, com o auxilio dos programas
Graphpad Prism 5 (2007) e BioCalc. Para as comparagoes
de intervalo PR, duragao do QRS e frequéncia cardiaca foi
utilizado o one-way ANOVA com pés-teste Tukey. O teste
de Fisher foi utilizado para comparar os percentuais de
animais com arritmias. O teste t nao pareado foi utilizado
na ergometria e na histopatologia para comparar os animais
crénicos com os controles nao infectados de mesma idade,
e para comparar os animais chagasicos cronicos dos dois
grupos. Os resultados foram considerados significantes
quando p < 0,05.

Resultados

Mortalidade

O estudo foi iniciado com 30 camundongos da linhagem
C57BL/6, divididos em trés grupos: controles nao infectados
(n = 10); chagasicos crénicos tratados com DMEM (n = 10);
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e chagasicos cronicos tratados com CTTA (n = 10). Nao houve
6bitos entre os animais ndo infectados e os tratados com DMEM.
Foram observados dois 6bitos no grupo de animais tratados
com CTTA, e um deles ocorreu ainda em fase considerada
pré-tratamento, por acidente hemorragico abdominal durante
a infusdo intraperitoneal das células-tronco. O segundo ébito
nesse grupo ocorreu cerca de um més apds o transplante das
CTTA, por causa nao identificada. Nao houve significancia
estatistica no indice de sobrevida entre os grupos.

Resultados eletrocardiograficos

Na andlise dos intervalos eletrocardiograficos, nao houve
diferenca com significancia estatistica entre os animais
chagasicos dos dois grupos de animais chagdsicos, quando
comparados entre si. Houve significdncia estatistica, com
p < 0,001, quando comparado o intervalo PR dos animais
ndo infectados com os animais chagasicos tratados com
DMEM ou com CTTA, o que ndo ocorreu com o intervalo
QTc. Nao houve influéncia da terapia com CTTA no
prolongamento do intervalo PR, quando avaliado esse
grupo nas fases pré e pos-tratamento. Os intervalos PR e
QTc permaneceram estaveis nos dois grupos de animais
chagdsicos durante todo o perfodo avaliado (Tabela 1).

Na avaliagdo quanto a presenca de arritmias cardiacas,
dentre os animais chagasicos tratados com DMEM, dois
animais evoluiram com BAVT. Trés animais desse grupo ja
tinham BAVT na fase pré-tratamento, e dois passaram a
cursar concomitantemente com frequentes extrassistoles
ventriculares na fase pds-tratamento.

Entre os camundongos tratados com CTTA, trés
animais tinham BAVT, na fase pré-tratamento, e um deles
apresentou reversao da arritmia, passando a ter ritmo
sinusal, o que nao ocorreu em nenhum dos animais tratados
com DMEM. De quatro animais do grupo CTTA com ECG
normal, um evoluiu com BAV de 2° grau tipo Il e trés
animais evoluiram com BAVT.

As diferencas entre os percentuais de arritmias em geral
e de BAVT nao atingiram significancia estatistica quando
comparados os grupos tratados com DMEM ou com CTTA.
Também nao se observou diferenga quando os grupos foram
comparados entre si nos dois tempos de infeccao, apesar de
ter sido observada uma tendéncia ao aumento de arritmias nos
dois grupos estudados. Para arritmias em geral, os percentuais
foram de 57% e 71% nos animais tratados com DMEM, e de
33% e 78% nos animais tratados com CTTA, nas fases pré- e
pos-tratamento, respectivamente. Para BAVT, os percentuais
foram de 43% e 71% nos animais tratados com DMEM, e de
33% e 56% nos animais tratados com CTTA, nas fases pré e
pOs-tratamento, respectivamente (Figura 1).

Resultados da avaliacao funcional ergoespirométrica

Em relagao aos pardmetros de tempo de exercicio,
distancia percorrida, velocidade final e estdgio maximo
alcangado, nao houve diferenga com significancia estatistica
entre os animais chagasicos dos dois grupos, quando
comparados um com o outro, ou quando considerados
isoladamente, nas fases pré- e pos-tratamento. Todos os
parametros foram significativamente diferentes entre os
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Tabela 1 - Valores de intervalo PR em QTc em ms nos grupos controle, DMEM e CTTA

Controles Pré-tratamento Pés-tratamento
DMEM CTTA DMEM CTTA
PR (ms) 533+£58* 825+26 81,56+205 81,7+12,6 95,0+7,1
QTc (ms) 324481 306+47 332+74 293+36 30,059

p < 0,001 para a comparagéo dos valores de intervalo PR dos animais néo infectados com os animais chagasicos dos dois grupos. Demais resultados sem
significancia estatistica; PR: intervalo entre as ondas P e R do eletrocardiograma; QTc : intervalo corrigido entre as ondas Q e T do eletrocardiograma; DMEM: Meio

Eagle modificado por Dulbecco; CTTA: células tronco derivadas de tecido adiposo.
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Figura 1 - Avaliagdo de arritmias em animais chagasicos crénicos tratados com meio (DMEM) ou com células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTTA) nas diferentes
fases do tratamento. Percentual de arritmias (A) e BAVT (B) nos camundongos chagasicos nas fases pré- (6 m.p.i) e pds-tratamento (8 m.p.i). Resultados expressos
em percentuais com 7 dos animais do grupo DMEM e 8 dos animais do grupo CTTA; BAVT: Bloqueio atrioventricular total.

animais ndo infectados e os chagasicos em geral. O tempo
de exercicio, em segundos, foi 2577 = 371 nos animais
nao infectados; 1840 = 342 e 1620 = 690 nos animais do
grupo DMEM nas fases pré e apds 2 meses de tratamento,
respectivamente; e de 1570 *= 436 e 1278 = 454 nos
animais do grupo CTTA nas fases pré e pds-tratamento,
respectivamente. A distancia percorrida, em metros, foi
730 = 187 nos animais ndo infectados; 396 = 127 e
342 = 171 nos animais do grupo DMEM nas fases pré e apos
dois meses de tratamento, respectivamente; e de 358 + 131
e 221 £ 125 nos animais do grupo CTTA nas fases pré e
pés-tratamento, respectivamente (Figura 2).

O grupo DMEM evoluiu, apés o primeiro més, com
aumento do VO,, sendo esse valor mantido apés o segundo
més de observacao. O grupo CTTA apresentou uma
tendéncia a elevacao do VO, apés o tratamento, porém sem
significancia estatistica.

Quanto a produgao de diéxido de carbono, observamos um
aumento do VCO, em repouso no grupo DMEM ap6s o primeiro
més, mas nao no grupo CTTA. Houve uma queda acentuada no
VCO, em repouso e no pico do esforco apés o segundo més
nos grupos DMEM e CTTA, com significancia estatistica, quando
comparados com o primeiro més pos-tratamento.

O VO, em repouso, em mL/Kg/min, foi 3959 + 830
nos animais ndo infectados; 2779 + 1004 e 3925 + 1158
nos animais do grupo DMEM nas fases pré- e apés dois

meses de tratamento, respectivamente; e de 3442 = 770 e
4094 = 1203 nos animais do grupo CTTA nas fases pré- e pos-
tratamento, respectivamente. No pico do esforgo, esses valores
foram 6107 = 983 nos animais ndo infectados; 4213 = 1438
e 5540 = 1088 nos animais do grupo DMEM nas fases
pré- e apés dois meses de tratamento, respectivamente;
e de 5479 = 1061 e 5000 = 1475 nos animais do grupo
CTTA nas fases pré e pés-tratamento, respectivamente. O
VCO, em repouso, em mL/Kg/min, foi 3716 = 1113 nos
animais nao infectados e 3544 = 472 e 1779 = 1222
nos animais do grupo DMEM nas fases pré- e ap6ds dois
meses de tratamento, respectivamente; e de 3988 + 366 e
1993 = 1784 nos animais do grupo CTTA nas fases pré- e
pos-tratamento, respectivamente. No pico do esforco, esses
valores foram 5171 + 1454 nos animais nao infectados;
4894 = 880 e 2393 = 1610 nos animais do grupo DMEM nas
fases pré- e apds dois meses de tratamento, respectivamente;
ede 5261 = 688 e 2425 = 1802 nos animais do grupo CTTA
nas fases pré- e pés-tratamento, respectivamente (Figura 3).

Avaliacgoes histologicas e morfologicas

Segbes de coragdes de camundongos chagasicos crénicos
apresentaram alteragoes histolégicas caracteristicas da
cardiomiopatia chagasica cronica (Figura 4). Observa-se a
presenga de infiltrados inflamatérios focais e disseminados
compostos predominantemente por células mononucleares,
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Figura 2 - Avaliagéo dos dados ergométricos em animais néo infectados e chagasicos cronicos tratados com meio (DMEM) ou com células-tronco derivadas de tecido
adiposo (CTTA) nas diferentes fases do tratamento. (A) Tempo de exercicio. (B) Distancia percorrida. (C) Velocidade final alcangada. (D) Estagio maximo atingido.
Resultados expressos em média + erro padréo de 10 dos animais nao infectados, 7 dos animais do grupo DMEM e 8 dos animais do grupo CTTA. *** p < 0,0001.

miocitélise, mionecrose e fibrose. Ambos os grupos (tratados
com DMEM ou CTTA) apresentaram padrao semelhante, porém
o grau de inflamagao e de fibrose nos coragdes de animais
tratados com CTTA foi menor do que os tratados com DMEM.

Na figura 4A, um corte de coragao normal, com coloragao
tricromio de Masson, mostra uma estrutura arteriolar, com
colageno circunjacente a ela (corado em azul), fibras cardiacas
normais e auséncia de infiltrado inflamatério. A figura 4B
mostra corte de coragao chagdsico cronico tratado com
DMEM, com coloragao tricromio de Masson, evidenciando
intenso infiltrado inflamatério multifocal produzido por
células mononucleares, frequentemente aderidas a fibras
cardiacas, produzindo lesdes miocitoliticas nelas, sendo a
area inflamada entremeada por intensa fibrose (corada em
azul). Na figura 4C, observa-se corte de coragao chagasico
cronico tratado com CTTA, com coloragao por tricromio de
Masson, com discretos infiltrados focais compostos por células
mononucleares, sendo as areas inflamadas entremeadas por
discreta fibrose (corada em azul).

Ao avaliar por morfometria a inflamagao e fibrose
de forma comparativa entre os dois grupos de animais
chagasicos, observamos uma reducao de fibrose e inflamagao
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nos animais tratados com CTTA, com significancia estatistica.
O namero de células inflamatérias por mm? foi de
228,5 + 80,4 nos animais ndo infectados; de 758,4 + 194,7
nos animais do grupo DMEM; e de 382,4 = 91,9 nos animais
do grupo CTTA. O percentual de fibrose no coragao foi de
2,60 = 1,78 nos animais nao infectados; de 8,95 += 3,31
nos animais do grupo DMEM; e de 3,89 =+ 1,14 nos animais
do grupo CTTA (Figura 5).

Além do coragao, foi realizada a avaliagao histopatolégica
de musculo esquelético. Tanto os animais chagasicos tratados
com DMEM quanto os com CTTA apresentaram inflamagao
no miusculo esquelético, caracterizando uma miosite intensa
observada na fase crénica da doenga (dados ndo mostrados).

Discussao

Neste trabalho, foi demonstrada reducdo de inflamacao
e fibrose no coracao de camundongos com miocardiopatia
chagasica, induzida pela cepa Colombiana de Trypanosoma
cruzi, tratados com CTTA. Estudos anteriores haviam
demonstrado dados semelhantes, porém com a utilizagao de
células mononucleares de medula éssea’. A despeito disso, o
tratamento com as CTTA nao influenciou o desenvolvimento
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Figura 3 - Avaliagdo de VO, e VCO, em animais néo infectados e em chagasicos crénicos tratados com meio (DMEM) ou com ceélulas-tronco derivadas de tecido
adiposo (CTTA) nas diferentes fases do tratamento. VO, de repouso (A) e de pico do esforgo (C). VCO, de repouso (B) e de pico do esforgo (D). Resultados expressos
em média + erro padréo de 10 dos animais nao infectados, 7 dos animais do grupo DMEM e 8 dos animais do grupo CTTA. *p < 0,05. ** p < 0,001. *** p < 0,0001.

de arritmias cardfacas e também nao propiciou melhora
dos parametros ergométricos, tendo sido mantida a baixa
tolerdncia ao exercicio com a progressao da doenga.

Os efeitos benéficos da terapia com células mesenquimais,
através do seu potencial regenerativo, ja foram demonstrados
em diversos estudos clinicos e experimentais, como em
doencas dos tecidos 6sseo e cartilaginoso®, insuficiéncia renal?,
doengas cardiovasculares', pulmonares'', dentre outras. Além
do potencial regenerativo, foi identificada ainda a atividade
imunossupressora dessas células'*"?, que sao capazes de modular
a fungao dos linfécitos T, fundamentais para o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa. Portanto, é possivel que os efeitos
das CTTA na reducao de fibrose e inflamacdo observados neste
trabalho se devam a essa propriedade imunomoduladora, ja
descrita em diversos trabalhos na literatura. O fato de nao ter sido
evidenciada reducao no percentual de arritmias sugere que pode
nao ter havido uma regeneracao do tecido e/ou recuperagao do
sistema de condugao cardiaco ap6s a utilizagao desse esquema
terapéutico, a0 menos no tempo pds-tratamento avaliado.

No trabalho de Guarita-Souza e cols.®, ratos Wistar foram
infectados com 15 x 10* tripomastigotas, desenvolvendo
cardiomiopatia dilatada com disfungdo sistdlica de ventriculo
esquerdo. Esses animais foram transplantados com cocultura
de CTM e mioblastos esqueléticos, tendo sido observada, ja
apds um més do transplante, importante melhora da fungéo e
dos diametros ventriculares. A utilizagao de outro tipo celular
juntamente com as CTM torna dificil avaliar o real papel das
CTM neste modelo. E possivel que os mioblastos esqueléticos
atuem na recolonizagao das areas fibréticas, promovendo,
assim, a melhora da funcao cardiaca.

Em relagao ao tipo celular utilizado em nosso estudo,
algumas vantagens da utilizagdo das células-tronco
derivadas de tecido adiposo para o tratamento de
doengas cardiacas em relagdo as de medula éssea ja foram
descritas anteriormente', bem como a sua capacidade de
diferenciacao em cardiomidcitos''®. Quanto a utilizacao de
células xenogénicas (células humanas em camundongos),
estudos prévios ja demonstraram a seguranca e a potencial
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Figura 4 - Histologia de secgdes de coragdes de camundongos eutanasiados dois meses apés a terapia celular. (A), Animal néo infectado. (B), Animal chagasico
crénico tratado com DMEM. (C), Animal chagasico crénico tratado com células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTTA). Segbes coradas com tricrémio de Masson.
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Figura 5 - Avaliacdo morfométrica de se¢des de coragdes de animais néo infectados e de chagasicos tratados com meio (DMEM) ou com células-tronco derivadas de
tecido adiposo (CTTA). (A) Nimero de células inflamatérias por mm? quantificado em secgdes coradas com H&E. (B) Percentual de fibrose quantificado em secgbes
coradas com tricrémio de Masson. Resultados expressos em média + erro padréo de 5 animais néo infectados, 6 animais do grupo DMEM e 8 animais do grupo CTTA.**
p<0,01. **p<0,0001.
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eficdcia dessas células, como o artigo publicado por Cai e
cols.” em modelo de infarto do miocardio em ratos. Do
mesmo modo, Hwangbo e cols.” avaliaram o efeito do
transplante de CTTA humanas em ratos Sprague-Dawley
com infarto do miocardio, com evidéncia de significativa
melhora de fungao ventricular esquerda.

Em nosso estudo, optamos pela utilizagdao da via
intraperitoneal pelo fato de termos evidenciado em estudos
anteriores a perda de animais por 6bito apds a administragao de
CTM por via endovenosa em camundongos. Em um trabalho
realizado com insuficiéncia cardiaca refrataria nao isquémica,
foram utilizadas as vias endovenosa e intracoronariana, com
resultados satisfatérios, porém as células estudadas foram as
mononucleares, e ndo as mesenquimais®>. Também utilizando
células mononucleares de medula éssea, Nakamuta e
cols.’ demonstraram maior retencdo cardiaca das células,
em modelo experimental de infarto do miocérdio, quando
utilizada a via intramuscular. No entanto, Furlani e cols.?®
avaliaram, por microscopia intravital, a cinética de migragao
de CTM humanas apés a administragdo intravascular em
camundongos SCID, através de um cateter inserido na aorta
abdominal infrarrenal. Neste trabalho, o tamanho das CTM
variou de 16 a 53 um em suspensao, tendo sido observada
interferéncia na microcirculagao sanguinea conforme a
densidade celular, com interrupgao do fluxo sanguineo e
formagao de trombo em arteriolas e vénulas nos animais nos
quais foram injetadas as CTM. Em outro estudo, Gordon e
cols.?" demonstraram o efeito terapéutico da injecao por via
intraperitoneal de células-tronco mesenquimais humanas em
camundongos com encefalomielite alérgica autoimune. Assim,
além de ndo causar a perda de animais por embolia, esses
trabalhos indicam que a via intraperitoneal de administragao
pode ndo comprometer os efeitos dessas células.

Uma limitagao deste trabalho foi um viés na avaliagao da
ergometria causado pela presenga de inflamagao no mdsculo
esquelético observada nos animais chagdsicos. Mesmo
nos animais que ndo apresentaram BAVT, observamos um
pior desempenho no teste ergométrico, especialmente nos
parametros de tempo de exercicio e distancia percorrida,
além de claudicacdo de marcha. Ao avaliar a histologia
e a morfometria de se¢des de musculo esquelético,
encontramos uma grande quantidade de células inflamatrias,
caracterizando miosite, considerada como fator ortopédico
limitante para a progressao do esforgo nos animais chagasicos
no nosso trabalho. Em outro protocolo, estamos avaliando
os efeitos da terapia com baixas doses de benzonidazol
na miosite esquelética em camundongos cronicamente
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