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Terapia celular na doenca de Chagas
Cell therapy in Chagas' disease
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A doencga de Chagas, que ocorre no México e nas Américas Central e do Sul, continua
representando um grave problema de saude publica. A prevaléncia global da infec¢do

humana pelo Trypanosoma cruzi foi estimada em 16-18 milhdes de casos no ano de
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2005, sendo corrigida para aproximadamente 28 milhoes de pessoas no ano de 2007,

segundo a Organizag¢do Mundial de Saude. A cardiopatia chagasica cronica é a forma
mais comum de cardiomiopatia nas Américas Central e do Sul e a principal causa de
morte por doenga cardiovascular em dreas endémicas. Até o momento ndo existe
nenhum tratamento eficiente para esta doenga a ndo ser o tratamento farmacologico ou
o transplante cardiaco nos individuos que desenvolvem um quadro mais grave da
doenga. Trabalhos atuais tém mostrado o uso de células-tronco de varias origens em
modelos animais e humanos de doengas do corag¢do, como infarto do miocardio,
destacando uma melhora em aspectos como neovascularizagdo, regenerag¢do do miis-
culo cardiaco, aumento da fragdo de eje¢do e melhora na qualidade de vida dos
individuos tratados. Estes dados induziram os pesquisadores a investigar os efeitos
terapéuticos do transplante de células mononucleares de medula éssea em um modelo
murino e em individuos chagdsicos cronicos. Esta revisdo tem por objetivo mostrar os
trabalhos realizados usando a terapia celular na cardiopatia chagdasica crénica. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl.1):87-92.
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Introdugao

A doencga de Chagas, que ocorre em todo o México,
Américas Central e Sul, continua representando uma séria
ameaga para a satde. A prevaléncia global da infec¢do huma-
na pelo Trypanosoma cruzi foi estimada em 16-18 milhdes de
casos no ano de 2005, sendo corrigida para aproximadamen-
te 28 milhdes de pessoas no ano de 2007 segundo a Organi-
zag¢d0 Mundial de Satde.! Cerca de 120 milhdes de pessoas,
25% dos habitantes da América Latina, estdo em risco de
contrair infecgdo, e em torno de 30% das pessoas infectadas

com o parasita vao avancar para a forma cronica cardiaca e/
ou digestiva, com uma alta morbimortalidade.'

A cardiomiopatia chagasica cronica pode resultar em
arritmias cardiacas, aneurisma apical, insuficiéncia cardiaca
congestiva, tromboembolismo e morte subita cardiaca; ¢ a
forma mais comum de cardiomiopatia nas Américas Central
do Sul e a principal causa de morte por doenga cardiovascular
em areas endémicas.’

Nos paises do Cone Sul existem iniciativas e programas
que diminuiram drasticamente as taxas de transmissao vetorial
do T cruzi.* No entanto, a transmissao nao foi completamen-
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te erradicada em areas endémicas. Além disso, os individuos
jé infectados e que cursardo para a forma cronica da doenga
ndo tém um tratamento adequado na atualidade. Os trata-
mentos com benzonidazol ou nifurtimox causam uma série de
efeitos colaterais, exigem longos periodos de tratamento e
ndo tém uma eficiéncia claramente demonstrada na fase cro-
nica da doenga de Chagas.** Portanto, é necessario o desen-
volvimento de novas tecnologias e/ou estratégias terapéuti-
cas para o tratamento da doenga de Chagas e de outras do-
engas, ditas negligenciadas, que acometem principalmente
os paises em desenvolvimento.’

Tendo como base este panorama ¢ as descobertas na
chamada medicina regenerativa, que usa células-tronco e te-
rapia celular para o reparo de lesdes cronico-degenerativas,
investigou-se a possibilidade de intervengdo nas manifesta-
¢Oes apresentadas na cardiopatia de etiologia chagésica com
o intuito de se observarem quais os possiveis efeitos que
estas novas metodologias poderiam trazer para o campo da
pesquisa no tratamento da doenga de Chagas.®

A terapia celular permanece em evidéncia mundial pelo
fato de que esta estratégia se propde a estabelecer condi-
¢oes de melhora ou manutengdo da qualidade de vida de
individuos acometidos por patologias que ainda ndo tém uma
condi¢do de tratamento adequada, que sdo extremamente
debilitantes e que constituem as principais causas de morbi-
mortalidade no mundo, tais como doengas cardiacas, diabe-
tes melito, cancer, doengas neuroldgicas, todas com caracte-
risticas, em geral, degenerativas.

As cardiopatias tém sido alvo das terapias celulares
desde o inicio das pesquisas, principalmente por se tratarem
da maior causa de morte em todo 0 mundo.>!” Sendo assim,
acredita-se que esta seja a area onde as terapias celulares
encontram-se mais avan¢adas ¢ com uma boa possibilidade
de implantacao nos servigos de saude, desde que sejam rea-
lizados estudos mais bem controlados para comprovagao da
eficacia do tratamento.'!!

O infarto agudo do miocardio € a causa de morte mais
importante nos paises desenvolvidos. No Brasil, os grandes
focos nas cardiomiopatias sdo a cardiomiopatia chagasica e
isquémica. Elas produzem e imp&em um 6nus socioeconémico
extremamente grande para o sistema de saude do Pais.'>"

Dentre outras causas, a grande prevaléncia das cardio-
patias pode ser explicada pela pouca capacidade regenerativa
dos miocitos cardiacos perdidos pelos processos patologi-
cos que acometem o coragdo e pela permanéncia dos proces-
sos de agressdo que continuam atuando no musculo cardia-
co. Além disso, o reparo, com intensa deposicao de fibrose,
que acompanha na maioria das vezes a lesdo cardiaca, tem
também um papel fundamental na perda da qualidade funcio-
nal deste orgao.

Trabalhos na literatura t€m demonstrado o potencial
da terapia celular em cardiopatias em protocolos experimen-
tais e em ensaios clinicos iniciais em humanos.'*'® Diversos
trabalhos tém usado células de origens distintas para terapia
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celular, como células da medula 6ssea (mesenquimais ou
hematopoéticas), mioblastos esqueléticos, ou, ainda, células
que supostamente residem no proprio miocardio. >

Experimentalmente tem sido demonstrada a melhora
funcional em animais infartados e transplantados com célu-
las obtidas a partir da medula 6ssea.” Diminui¢do da area de
fibrose, formagao de novos cardiomidcitos ¢ neovascu-
larizagdo sdo alguns dos achados importantes observados
nos trabalhos em terapia celular na cardiologia.’**” Mais re-
centemente, estudos clinicos também demostraram estes
beneficios associados a melhora da fungdo cardiaca.®* A
mobilizag@o das células da medula dssea pode representar
uma alternativa a coleta e injegao destas. A mobilizagdo com
fatores de crescimento como G-CSF mostrou-se eficaz na
melhora funcional e na sobrevivéncia de animais infartados.*

Este panorama tem estimulado novas perspectivas de
trabalho, desenvolvimento de projetos de pesquisa e trata-
mento para as doengas cardiacas nos ultimos anos."” Na do-
enca de Chagas, o primeiro trabalho que se propds a avaliar
o potencial da terapia celular comegou a ser desenvolvido no
ano de 2002. Neste trabalho utilizou-se 0 modelo murino,
bastante utilizado em estudos experimentais sobre a doenga
de Chagas. Camundongos foram infectados com a cepa co-
lombiana de Trypanosoma cruzi, que ¢ um modelo bem esta-
belecido para a cardiopatia chagésica cronica. Nos animais
infectados observa-se, apos um tempo médio de seis a oito
meses de infecgdo, um intenso infiltrado inflamatério, difuso
e com apresentacdo de areas de fibrose evidenciando um
processo de cicatrizagdo pos-inflamagdo e destrui¢ao de fi-
bras cardiacas.’ Soares ef al. realizaram a inje¢ao de células
mononucleares obtidas a partir da medula 6ssea de animais
normais ou chagasicos em animais cronicamente infectados
pelo T. cruzi para observagao histologica e quantificagao da
inflamag@o e fibrose, podendo-se entdo avaliar o potencial
da terapia celular na cardiopatia de etiologia chagasica. Os
resultados mostraram que, a partir de um més apos a injegao
das células, houve uma redu¢do da inflamagao e da fibrose
no grupo de animais chagasicos tratados em comparagao ao
grupo que nao recebeu células. Dois meses apds a injegdo
esta diminui¢do ¢ ainda maior e se mantém até seis meses
depois do transplante celular.’!

O trabalho mostra que houve migragao de células para
o tecido cardiaco dos animais chagasicos quatro dias apos a
injecdo e com 15 dias as células se assemelham morfologi-
camente a fibras cardiacas e apresentam marcagao especifica
de miosina cardiaca.’! Ao injetar, nos animais chagasicos,
c¢lulas obtidas a partir da medula 6ssea de animais também
chagasicos, os autores observam os mesmos resultados aci-
ma descritos e discutem a importancia deste experimento,
pois simulam o transplante autélogo também mostrado por
Stamm et al., em 2003.>* O transplante autdlogo foi entao
proposto e realizado em pacientes posteriormente. Com os
resultados deste trabalho experimental, os autores propdem
um estudo piloto em pacientes com o intuito de observar a
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seguranca da técnica e a possibilidade da realizagdo do mé-
todo em pacientes chagasicos cronicos.

A proposta foi aprovada pelo Conep (Comité Nacional
de Etica em Pesquisa), tendo sido realizado o primeiro trans-
plante de células mononucleares de medula 6ssea em paci-
ente e publicada como relato de caso em artigo no ano de
2004.* Neste trabalho, os autores descrevem o perfil do paci-
ente, relatam sobre a sua limitagao funcional grave, revelam
seu esquema de tratamento farmacologico a fim de evidenci-
ar o grau de severidade do quadro patologico, classificando-
o como classe funcional III, em uma escala de valor maximo
IV, no esquema de classificagdo internacional estabelecido
pela New York Heart Association (NYHA). Foi também avali-
ado o escore de qualidade de vida de Minnesota, obtido
através de questionario aplicado ao paciente.

Sob sedagdo, as células usadas foram obtidas a partir
da puncao da medula dssea do osso iliaco, a suspensio ce-
lular foi passada em um sistema de filtragem, para remogao de
espiculas 6sseas e pequenos coagulos e, em seguida, foram
submetidas a um gradiente de ficol para obtengao das célu-
las mononucleares. Cerca de 2,4 x 10® células foram injetadas
no sistema coronariano direito e esquerdo, através de cateter
de angioplastia. Foram injetados 10 mL da suspensao na ar-
téria coronaria descendente anterior, lentamente, em 10 min,
5 mL na artéria circunflexa e 5 mL na artéria coronaria direita.
Doenga arterial coronariana foi excluida através de corona-
riografia.*

O paciente ndo apresentou nenhuma alteragao elétri-
ca nem arritmias durante o procedimento e seus sinais vi-
tais permaneceram estaveis durante o desenvolvimento do
protocolo. Nao foram observadas alteragcdes bioquimicas
nem hematologicas nem nos marcadores indicativos de
necrose miocardica, e quatro dias ap6s o procedimento o
paciente recebeu alta hospitalar, ficando sob uso das mes-
mas medica¢des usadas anteriormente.*® Alguns achados
indicaram uma melhora funcional, como a diminuigao dos
diametros ventriculares, o aumento de fracdo de ejecao, clas-
se funcional da NYHA e escore de qualidade de vida de
Minnesota.*

A doenca de Chagas possui alguns aspectos particula-
res dentre as cardiopatias. De carater inflamatorio bem evi-
dente, onde ha uma intensa produgao de citocinas e fatores
quimioatratores, este ambiente pode favorecer a terapia, pois
as células injetadas seriam atraidas para o 6rgao lesionado
com maior eficiéncia. Nao se observou nenhum efeito adver-
so relacionado a infusao celular. No trabalho experimental foi
observado que as células injetadas migram para o coragao e
se diferenciam em cardiomiocitos.

Um ensaio clinico de fase I, com 28 pacientes, foi reali-
zado com o objetivo de avaliar os efeitos do transplante de
células mononucleares de medula 6ssea em pacientes chaga-
sicos.* Vinte e cinco dias ap6s o transplante das células, os
pacientes também receberam diariamente inje¢des subcuta-
neas de G-CSF (Granulokine®) na dose de 5 g/kg durante
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cinco dias, para mobilizagdo das células-tronco da medula
oOssea para o sangue periférico. Neste trabalho ndo foram
observadas complicagdes diretamente ligadas ao procedi-
mento. Trés pacientes evoluiram para 6bito durante o segun-
do més de acompanhamento, um deles por morte subita, ou-
tro com insuficiéncia respiratoria e hemorragia pulmonar e o
terceiro com insuficiéncia cardiaca em estado terminal, po-
rém nenhum dos Obitos teve associagdo direta com o trans-
plante das células.*

Os autores nao detectaram nenhuma mudanga signifi-
cativa nos niveis dos marcadores de necrose miocardica 24
horas apods a inje¢do das células, nem mudangas eletro-
cardiograficas sugestivas de isquemia ou infarto.** O niume-
ro de batimentos ventriculares prematuros em 24 horas ten-
deu a aumentar, contudo, sem o aumento de episddios de
taquicardia ventricular.* Houve constatagao de uma melho-
ra significativa na fragdo de eje¢do, na classificacdo dos pa-
cientes segundo os critérios da NYHA, no escore de quali-
dade de vida de Minnesota e no teste de distancia percorrida
em seis minutos quando comparados valores dos pacientes
antes e ap0ds a terapia celular. Um aumento dos niveis séricos
de s6dio foi observado no periodo entre o 3° ¢ 0 14° dia ap6s
o transplante ¢ se manteve durante o primeiro ¢ o segundo
més de acompanhamento dos pacientes.** Os autores con-
cluem que a realizagdo de um ensaio clinico controlado e
randomizado, bem como o acompanhamento dos pacientes
por um maior periodo de tempo, corroborando com os acha-
dos obtidos neste trabalho, podem sugerir uma nova moda-
lidade terapéutica para os pacientes chagasicos. Estes resul-
tados geraram informacgao suficiente e contribuiram para a
realizagdo de um ensaio clinico de fase II, multicéntrico, du-
plo-cego, randomizado, controlado com grupo placebo, que
visa avaliar a eficiéncia do transplante autologo de células
mononucleares da medula 6ssea em quatro tipos diferentes
de cardiopatias.®

O ensaio clinico MiHeart Study (Multicenter
randomized trial of cell therapy in cardiopathies) reune
quatro ensaios independentes nas patologias especificas e
avaliou o efeito da injecdo das células em pacientes com
doenca cardiaca isquémica aguda e cronica, pacientes
chagasicos e cardiomiopatia dilatada. Para cada patologia
serdo incluidos 300 pacientes, dos quais metade recebera a
terapia celular e a outra metade tratamento placebo (solugao
salina com 5% de soro autdlogo).** Os pacientes serdo acom-
panhados por seis e doze meses apos o transplante das célu-
las. O desfecho primario ¢ a medida da fragdo de ejegdo ¢ a
hipotese do trabalho € a de que os pacientes que receberem
células mononucleares de medula dssea autodlogas terdo um
aumento de 5% na fragdo de eje¢do do ventriculo esquerdo
quando comparados ao grupo controle, avaliados pelo mé-
todo de Simpson. Este estudo ainda estd em andamento no
momento.

Com base nos resultados apresentados, a grande ques-
tdo que se quer discutir ¢ como as células transplantadas
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Tabela 1: Resumo dos estudos com terapia celular em doenca de Chagas
Fase do Descri¢ao Principais resultados Referéncia
estudo
Pré-clinico Tratamento com células mononucleares de - Reducéo da inflamacéo e da fibrose Soares et al.
medula éssea em camundongos com nos animais tratados 2004
cardiopatia chagasica crénica - Migragéo das células para o tecido
cardiaco dos animais tratados
Pré-clinico  Transplante autélogo de células-tronco mesenquimais - Melhora da funcéo cardiaca Guarita-Souza
cocultivadas com mioblastos esqueléticos em - Aumento da neovascularizagdo et al. 2006
um modelo de doenga de Chagas em ratos
Clinico Transplante autélogo de células mononucleares de - Auséncia de eventos adversos Vilas-Boas et al.
medula éssea em paciente com insuficiéncia cardiaca - Melhora da fragdo de ejecéo, 2004
de etiologia chagasica - relato de caso da classe funcional (NYHA) e do
escore de qualidade de vida
Clinico Transplante autélogo de células mononucleares de - Melhora da fracdo de ejecgéo, Vilas-Boas et al.
medula éssea em pacientes com insuficiéncia da classe funcional (NYHA) e do 2006
cardiaca de etiologia chagasica; Ensaio clinico de escore de qualidade de vida
fase Il - 28 pacientes - Aumento da distancia percorrida em
6 minutos no teste do corredor e
aumento dos niveis séricos de sédio
Clinico Transplante autélogo de células mononucleares de Em andamento Turaet al. 2007

medula éssea em pacientes com insuficiéncia
cardiaca de etiologia chagasica; Ensaio clinico de
fase Il (MiHeart Study) - 300 pacientes

podem atuar na melhora da fungdo cardiaca (Tabela 1). A
transdiferenciagao das células-tronco tem sido questionada,
embora alguns trabalhos na literatura tenham demonstrado
esta capacidade das células em se diferenciar em células
especializadas.”** No modelo experimental de cardiopatia
chagasica, as células de medula 6ssea migraram para o cora-
¢do e apresentaram um fen6tipo de cardiomidcitos.*' Nao se
pode, no entanto, descartar a hipotese de fusao celular, pois
alguns trabalhos tém demonstrado este fendmeno em terapi-
as celulares.’**” Na doenca de Chagas, os processos croni-
cos de inflamagdo e fibrose presentes e persistentes que agri-
dem e geram as altera¢des funcionais ¢ de conducao elétrica
deste 6rgdo devem criar um microambiente diferente do am-
biente cardiaco normal. Este ¢ um grande foco das pesquisas
com células-tronco. E a possibilidade de atuagio das células
através de efeitos paracrinos, onde o microambiente cardia-
co, certamente alterado no individuo chagasico, sinaliza a
regido ou o 6rgdo lesionado atraindo as células para o local
da lesdo. Estas células poderiam entdo modular a produgio
de fatores presentes neste ambiente, gerando um ambiente
propicio para a reestruturagao tecidual a partir das proprias
células do tecido.’**

E possivel também que células-tronco de outras ori-
gens sejam mais eficazes na regeneracao das lesdes cardia-
cas na doenc¢a de Chagas. Neste sentido, no modelo murino
de cardiopatia chagasica, células-tronco obtidas a partir de
polpa do dente de leite humano causaram a diminui¢do de
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inflamagao e fibrose (dados nao publicados). As células hu-
manas provavelmente nao se incorporaram ao miocardio de
camundongo, fazendo conexdes intercelulares e regenera-
ram o musculo destes animais. Porém, ao migrarem para o
tecido cardiaco danificado, estas células podem ter modula-
do algum efeito local estimulando a regeneracao ¢ a diminui-
¢do dos parametros avaliados como inflamagao e fibrose.
Citocinas, quimiocinas, mataloproteinases e seus inibidores
sdo algumas das moléculas alvo que devem ser investigadas,
a fim de se avaliar o mecanismo de atuagao das células trans-
plantadas no animal chagasico. Com isso podera ser gerada
uma nova modalidade terapéutica mais eficiente para esta
enfermidade que acomete um grande nimero de pessoas e ¢
causa importante de morte dos individuos nos paises
endémicos para esta doenga.

Abstract

Chagas' disease occurs throughout Mexico, Central and South
America and still represents a serious threat to public health. The
overall prevalence of infection by Trypanosoma cruzi was estimated
at 16-18 million cases in 2005 and updated to approximately 28
million people in 2007, according to the World Health Organization.
Chronic Chagas heart disease is the most common form of
cardiomyopathy in Central and South America and one of the leading
causes of death from cardiovascular disease in endemic areas. So
far, there is no effective treatment for this disease except for heart
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transplantation in individuals who develop a more severe form the
disease. Recent works have shown that the use of stem cells from
various sources tested in animal models and in human heart
diseases, including myocardial infarction, have resulted in an
improvement in aspects such as vascularization, regeneration of the
heart muscle, in ejection fraction and in quality of life of individuals
treated. These data led researchers to investigate the effects of
transplantation of bone marrow mononuclear cells in muriine models
and chronic chagasic individuals. The present review aims to show
the work carried out using cell therapy in chronic Chagas heart
disease. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,31 (Supl.1):87-92.

Key words: Chagas' disease,; cardiomyopathy; stem cells; bone
marrow, cellular therapy.
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