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RESUMO

As cardiopatias crénicas estdo nos primeiros lugares da lista de doencas com
elevado indice de morbimortalidade mundial. Dentre elas, a doenca de Chagas,
considerada negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude, integra esse grupo,
e afeta, aproximadamente, nove milhGes de brasileiros, sendo que entre esses, 30%
poderdo desenvolver algum grau de comprometimento cardiaco durante a fase
cronica da doenca. O acometimento cardiaco da doenca é caracterizado por uma
resposta inflamatéria exacerbada que leva a destruicdo progressiva do miocardio,
resultando em insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). O unico tratamento disponivel
para pacientes, nesse estagio da doenca, seria o transplante cardiaco, com todas as
suas complicacdes clinicas e socio-econdmicas. Nesse contexto, surge a terapia
celular como alternativa terapéutica. Estudos na Bahia comprovaram seguranca no
uso da terapia celular em cardiopatas chagéasicos. A partir deles, iniciou-se, no
Brasil, o Estudo Multicéntrico Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias
(EMRTCC), com o objetivo de verificar a eficacia do tratamento com células
mononucleares de medula éssea (CMMO) na cardiopatia chagasica e em mais trés
outras cardiopatias. Diversos estudos com CMMO de pacientes com cardiopatia
isquemia crbénica e aguda demonstraram diferencas expressivas em parametros
importantes quando comparados a CMMO de individuos normais, tais como: a
capacidade de migracao e de formacéo de colonias apés implante. O nosso trabalho
analisou a fracdo mononuclear das CMMO extraidas dos pacientes portadores da
doenca de Chagas cronica para o EMRTCC no Instituto Nacional de Cardiologia
(INC), visando caracterizar fenotipicamente as linhagens celulares da mesma.
Averiguamos o percentual de células precursoras e o perfil leucocitario dessa fragéo,
através da imunofenotipagem por citometria de fluxo. A fim de comparacao,
utilizamos amostras da mesma fracdo extraida de medulas de doadores normais e
pacientes do EMRTCC com cardiopatia isquémica crénica. Concluimos que
pacientes com doenca de Chagas submetidos a terapia celular apresentam um perfil
hematopoiético com producédo de todas as linhagens constitutivas da medula 6ssea,
além de apresentarem atividades funcionais de carater imunolégico, tanto de
resposta inata, quanto adaptativa, esperadas em pacientes acometidos pela
cardiopatia chagasica crbnica.
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ABSTRACT

Chronic heart diseases occupy the first places in the list of diseases with high
morbidity and mortality rate worldwide. Among them, Chagas disease, considered
neglected by the World Health Organization, integrates this group, and affects
approximately nine million Brazilians, among whose, 30% will develop some degree
of cardiac involvement during the chronic phase of the disease. The cardiac disease
is characterized by an exaggerated inflammatory response that leads to the
progressive destruction of the myocardium, resulting in congestive heart failure. The
only treatment available to patients at this stage of the disease would be heart
transplantation, with all its clinical and socio-economic complications. In this context
cell therapy is an alternative therapy. Studies in Bahia proved cell therapy in cardiac
chagasic patients to be safe and based on them, began in Brazil, the Randomized
Multicenter Study of Cell Therapy in Cardiopathies (EMRTCC), in order to verify the
effecacy of treatment with mononuclear cells Bone marrow (BMMC) in Chagas heart
disease and in three other heart diseases. Several studies with BMMC from patients
with with acute and chronic ischemic heart disease demonstrated significant
differences in important parameters when compared to BMMC from normal patients,
such as: migration ability and colony formation after implantation. Our study analyzed
the mononuclear fraction of BMMC extracted from Chagasic patients enrolled in the
EMRTCC at the National Cardiology Institute (INC), to characterize these cells
phenotypically. Using flow citometry we established the percentage of precursor cells
and white blood cell count in this fraction. For comparison, we used the same fraction
extracted from the marrow of normal donors and EMRTCC patients with chronic
ischemic heart disease. We conclude that patients with Chagas disease who
underwent stem cell therapy have a profile with production of all hematopoietic
lineages constituents of bone marrow, besides presenting characteristic of both
innate, as well adaptive immune responses, expected from patients suffering from
Chagas heart chronic.
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1 Introducao

As doencas cronicas representam um problema sécio-econémico de grande
impacto mundial. Segundo a definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
sdo doencas permanentes, causadoras de incapacidade e / ou deficiéncias
residuais. Causadas por alteracbes patoldgicas irreversiveis que exigem uma
reabilitacdo especial do doente por longos periodos de supervisdo, observacao e
cuidados (WHO, 2005). Doencas cronicas, como doencas cardiacas, acidente
vascular cerebral, cancer, doencas respiratorias e diabetes, representam a principal
causa de morte e incapacidade no mundo, abrangendo cerca de 60% dos 6bitos

mundiais, atingindo homens e mulheres em iguais proporg¢des (PAHO, 2010).

O aumento no namero de pacientes com doencas cronicas, cardiacas ou nao,
pode ser, em parte, atribuido a melhora nas condi¢cdes de vida e aos avancos
tecnoldgicos e cientificos na area de saude, que aumentam a expectativa de vida da
populacdo. As mudancas no padrdo comportamental da populacdo, devido aos
processos de urbanizacdo, industrializacdo, desenvolvimento econbémico e
globalizagc&o alimentar corroboram para esse aumento. Porém, com a vida moderna,
veio, também, um estilo de vida sedentéario, dieta desequilibrada e consumo de

tabaco, fatores de risco que os pacientes acometidos por esse grupo de doencas

tém em comum.

As doencgas cardiovasculares, dentre as doencas crbnica, sdo as que tem o
maior indice de morte no mundo. Mais de 17 milhdes de pessoas morreram de

doencas cardiovasculares em 2008 (WHO, 2011). As doencas cardiovasculares



formam um grupo heterogéneo, agrupando enfermidades de carater agudo e
cronico. Entre as infec¢cbes agudas, as mais importantes em termos de tamanho da
populagdo afetada sdo de origem isquémica. Ja entre as formas crbnicas, as
cardiomiopatias isquémicas e dilatadas sdo as mais prevalentes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). Independente do carater agudo ou cronico, as cardiopatias podem

acarretar sequelas incapacitantes e de alto custo social.

Outra cardiopatia negligenciada, porém, de grande impacto para saude
mundial, € a Cardiomiopatia Chagasica. Milhdes de pessoas estdo infectadas no
mundo, principalmente na América Latina onde a doenca de Chagas é endémica.
Mais de 25 milhdes de pessoas estdo em risco de adquiri-la. Nas ultimas décadas,
tem se detectado, cada vez mais, essa doenca no Canada, nos Estados Unidos
Unidos, na Europa e nos paises do Pacifico Ocidental, principalmente, devido a
migracdo de pessoas infectadas oriundas de paises endémicos, dessa forma,
demonstrando que seu estatus de negligenciavel deveria ser alterado (WHO, 2011).
Esse fato alimenta a incidéncia anual da cardiopatia chagasica que € de,
aproximadamente, 200 mil novos casos registrados em quinze paises (Argolo et al,

2007).

Estima-se que haja cerca de 12 a 14 milhdes de pessoas infectadas na
América Latina, distribuidas por 18 paises americanos (Dias et al, 2007). Dos
infectados, cerca de 20.000 morrem a cada ano, lembrando que, dos pacientes
portadores da doenca de Chagas crbnica, aproximadamente 30% evoluem para
doencga cardiovascular. (Dias et al, 2002). No Brasil, estudos atuais demostram
prevaléncia da infeccéo inferior a 0,2% (Dias et al, 2007). Esse decréscimo se deu

pela progressao do controle vetorial e transfusional, programas que tiveram inicio na



década de 80. Em 2006, o principal vetor (T.infestans) foi praticamente eliminado e a
transmissdo via transfusional é praticamente inexistente, pois 99% dos bancos de

sangue brasileiros fazem selecao prévia de doadores.

Surgiram surtos de doenca de Chagas aguda, relacionados a ingestdo de
alimentos contaminados (caldo de cana, acai, bacaba, entre outros) e casos isolados
por transmissdo vetorial extradomiciliar, especialmente, na Amazonia Legal, devido
ao foco silvestre do vetor do género Rhodnius. No periodo de 2000 a 2011, segundo
descricdo no portal da satde do Sistema Unico de Saude (SUS), foram registrados,
no Brasil, 1.252 casos de doenc¢a de Chagas aguda. Destes, 70% (877/1.252) foram
por transmissao oral, 7% por transmissao vetorial (92/1.252), e em 22% (276/1.252)
nao foi identificada a forma de transmissédo. Mais de 95% desses novos casos por
transmissdo oral ocorreram em apenas dois Estados: Pard e Amapa, sendo o
processamento de acai e outros alimentos o principal foco de contagio

(http://portal.saude.gov.br).

Porém, o que predomina, ainda, no Brasil, sdo os casos crbnicos de doenca
de Chagas decorrentes de infec¢des adquiridas no passado, com aproximadamente

trés milhGes de individuos infectados.

Mesmo com a queda significativa da incidéncia, a Doenca de Chagas, em
nosso pais, ainda € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), sendo um dos principais contribuintes do
quadro nosologico da insuficiéncia cardiaca (IC). Segundo Soares e colaboradores,
os pacientes portadores de IC causada por cardiopatia chagasica crénica evoluem
com grave disfungéo sistolica devido a miocardite cronica e consequente fibrose

(Soares et al, 2004).



Os dados expostos evidenciam a relevancia destas doengas que se mostram
dispendiosas para as nacoes, além de demonstrarem significativa importancia nos
quadros de morbi-mortalidade mundial. Enfatizando a cardiopatia chagasica e a
cardiopatia isquemica cronica, esse trabalho pretende inseri-las em um novo
contexto, o das novas alternativas terapéuticas que possam vir a amenizar este

grande problema de saude publica mundial.

1.1 Doencade Chagas

A Doenca de Chagas € a infeccdo parasitaria causada pelo protista
cinetoplastida flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). O seu ciclo de vida inclui a
passagem obrigatéria por varios hospedeiros mamiferos e insetos hematé6fagos,
como Triatoma infestans, conhecido no Brasil como barbeiro, da familia dos
Reduvideos - Reduviidae, pertencentes aos géneros Triatoma (Figura 1). Também
sdo vetores da doenca o Rhodnius prolixus, segundo vetor mais disseminado na
América Sul e Central e o Panstrongylus (Brener et al, 2000). Essa doenca pode ser
considerada uma antropozoonose, devido a sua ocorréncia, e também esta
intimamente relacionada a alteragcbes produzidas pelo ser humano no meio

ambiente, bem como, por desigualdades econémicas (Argolo et al, 2007).

e

Figura 1: Triatomineos.
Em A e B, Rhodnius prolixus e em C, Triatoma
infestans. Fonte: www.sciencephoto.com


http://pt.wikipedia.org/wiki/Inseto

A forma mais comumente descrita de infeccao pelo parasito ocorre quando o
homem € picado pelo triatomideo contaminado. Neste momento, o barbeiro elimina
0s tripomastigotas metaciclicos em suas fezes, sendo essas as formas infectantes
gue podem penetrar pelas mucosas, quando o homem leva as maos contaminadas
aos olhos ou nariz, ou por solucdes de descontinuidade, como as provocadas pelo
ato de cocar ou pelo orificio da picada do barbeiro. Logo apés a penetracdo, o
tripomastigota metaciclico invade células do sistema fagocitico mononuclear (célula
alvo) e perde o flagelo, passando a se chamar amastigota. Nesse estagio, os
amastigotas se multiplicam por divisdo binaria em ciclos de aproximadamente doze
(12) horas, até que a célula infectada fique repleta de amastigotas (Figura 2). Estes

amastigotas se transformam em tripomastigotas (Brener et al, 2000).

Figura 2: Estagios da forma de vida do T. cruzi.
A: forma tripomastigota flagelada proximo as células. B: ninho do parasito na
forma amastigota no tecido muscular. Fonte: www.sciencephoto.com

Em seguida, a célula infectada se rompe e novos protozodrios sdo lancados

na circulacdo para infectar uma nova célula alvo (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo evolutivo do T. cruzi

Diferentes formas do Trypanosoma cruzi ao longo do seu ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado. A
contaminacdo ocorre quando o inseto hematéfago infectado (barbeiro) pica o hospedeiro (mamifero)
para se alimentar. 1- O inseto, quando se alimenta, deposita no hospedeiro através das fezes a forma
tripomastigota. 2- o parasito é mantido dentro das células em um vacuolo, em seguida, escapa deste
para o citoplasma. 3- Diferenciacdo para a forma amastigota e a multiplicagdo por fissdo. 4-
Rompimento celular e libera¢éo das formas tripomastigota. 5- O inseto se alimenta de um hospedeiro
infectado e ingere os protozoarios, que se alojam no seu intestino. 6, 7 e 8 - diferenciacédo e
multiplicacé@o do protozoario. Figura adaptada de Centers for Disease Control and Prevention — CDC.

As formas béasicas de transmissdo da doenca de Chagas humana, além da
transmissao pelo vetor, seriam também pela transfusdo de sangue. Com 0s avancos
no controle dos vetores domiciliares e rigorosa selecdo de doadores de sangue em
toda a area endémica, as vias alternativas cresceram de importancia, porém, ainda
nao foram consideradas prioritarias para os programas de controle governamentais

no Brasil (Dias et al, 2011). As vias consideradas alternativas sao:

transmissao congénita ou vertical, ocasionada por maes contaminadas aos seus
filhos recém-nascidos; transmissao acidental do Trypanosoma cruzi ao homem

ocorre nas mais diversas situacoes, tais como, em laboratorios de triatomineos; seja



na captura do vetor em &reas endémicas ou em trabalhos experimentais com
mamiferos infectados, culturas ou em aerosséis de materiais infectados.
Contaminacdo em cirurgias com pacientes agudos e pela falta de seguranca no
transporte de materiais infectados; transmissao por transplante de érgdos pode
ocorrer a partir do doador com doenca de Chagas ou pela reativagdo da parasitemia,
se 0 receptor estiver previamente infectado; transmissdo oral ou por leite
materno, que pode ocorrer, segundo Dias et al, por: “a) ingestdo de leite materno,
de mae infectada (o parasita pode vir da prépria glandula ou contaminar o leite em
casos de sangramento mamilar); b) ingestdo de sangue de mamifero infectado; c)
ingestdo de carne mal cozida de mamiferos infectados e, especialmente, de
reservatorios silvestres; d) ingestdo de suspensdo de Trypanosoma cruzi em pipetas
(acidente de laboratorio); e) ingestdo de alimentos ou bebidas contaminados com
fezes ou urina de triatomineos infectados por Trypanosoma cruzi; f) ingestdo de
alimentos ou bebidas contaminadas com urina ou secre¢éo para-anal de marsupiais
infectados por Trypanosoma cruzi’; e transmissao por situacdes excepcionais,
como por exemplo, pela picada do Triatomineo (saliva contaminada), via sexual e

outras (Dias et al, 2011).

Do ponto de vista clinico, a doenca de Chagas se caracteriza por apresentar

duas fases: aguda e crdnica.



1.1.1 Fase Aguda

A fase aguda da doenca, que pode apresentar sintomas ou nao, corresponde
ao periodo inicial da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi no homem e em Varios
mamiferos. A esséncia dessa fase € a inflamacgé&o local relacionada a presenca do
parasito com imunomodulacdo celular do tipo Thl, resposta humoral e

microangiopatias (Maya, 2010).

A medida que o ciclo de invasdo e ruptura se repete, o histiotropismo se
desloca do sistema fagocitico mononuclear para células musculares lisas e
cardiacas e para o sistema nervoso (Teixeira et al, 1975; Teixeira et al,1978). Essa
etapa de intensa multiplicacdo e invasdo de células com elevada parasitemia é
caracteristica dessa fase. Nesse periodo, a doenca ja é detectavel por diagnéstico
sorolégico no sangue periférico e a sintomatologia é caracterizada por febre,
hepatoesplenomegalia, alargamento do linfonodos e edema subcutaneo (Rassi et al,

1979).

Normalmente, no sitio de infeccdo ocorre uma intensa reacdo inflamatoria
antes da disseminacdo do protozoario. O local onde ha inflamacdo aguda pode
produzir uma reagao intensa denominada “Chagoma” - inchago na regido da picada.
A disseminacdo produz areas de inflamagdo multifocais em diversos 6rgédos, com
predominio da infeccdo no coracdo e sistema nervoso, seguido da miosite focal e
comprometimento dos plexos nervosos intestinais, nos casos mais graves. Os
chagomas estdo presentes na maioria dos casos descritos, entretanto, o “sinal de
Romana” (Figura 4), que é um inchaco caracteristico das palpebras, as quais ficam

guase totalmente fechadas, pois, alguns barbeiros tém preferéncia em picar parte do



rosto proxima aos olhos, ndo aparece com alta frequéncia, estando presente em

apenas 10% dos casos agudos ocorridos (Rassi et al, 2000).

Figura 4: Sinal de Romafia.
Fonte: www.bioscience.org

A infeccdo em outros tecidos ocorre quando da circulacéo de tripomastigotas
absorvidos por macréfagos e transportados para o figado, ganglios linfaticos, baco e
musculos do coracdo, formando pseudocistos de amastigotas nesses sitios,
aumentando, por sua vez, a parasitemia (Coura e Borges-Pereira, 2010). Quando
ocorre o rompimento dos pseudocistos, h4 uma intensa inflamacao local, como, por
exemplo, no miocardio, levando a uma miocardite aguda. A reacdo inflamatéria leva
a destruicdo das células musculares e neurdnios, e € mantida pela presenca de T.
cruzi, ou seus fragmentos e pelo DNA do parasita, com uma reacdo de
hipersensibilidade tardia, levando a comprometimento da microcirculacdo e,
posterior, fibrose (Figura 5) (Coura e Borges-Pereira, 2010). Com a intensificacdo da
resposta imunoldgica, em geral, ha uma queda progressiva no nimero de parasitos
circulantes até que sejam raramente encontrados na circulacéo, caracterizando o fim

da fase aguda da doenca.
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Figura 5: Histiologia na cardiopatia
chagésica

Pseudocistos de amastigotas (A),
fibrose (B), hipertrofia do miocéardio

e dilatagdo com trombos no vértice na
doenca de Chagas crénica do

coragdo (C). Fonte: Adaptacao de Coura
e Borges-Pereira, 2010.

As alteracbes cardiacas observadas, ocasionadas pela miocardite, sdo, por
exemplo, a taquicardia sinusal, a baixa voltagem do complexo QRS e o bloqueio
atrioventricular de primeiro grau (Rassi et al, 2000). Esses sintomas s&o
inespecificos e desaparecem gradualmente, mesmo sem tratamento terapéutico
(Campos de Carvalho, 1994). Porém, quando ocorre a morte de pacientes com
doenca de Chagas aguda (um caso em 1000 infectados) é geralmente associada a

faléncia cardiaca e/ou meningite e encefalite (WHO, 2002).

Segundo o Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, de 2005, o

diagndstico laboratorial parasitolégico para essa fase é definida pela presenca do
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parasito circulante, demonstravel no exame direto do sangue periférico e o
diagnoéstico soroldgico, pela presenca de anticorpos anti-T.cruzi da classe IgM no
sangue periférico, principalmente quando associado as alteragbes clinicas e

epidemioldgicas.

1.1.2 Fase CrbOnica

Os pacientes, durante essa fase, podem apresentar diferentes manifestagbes
clinicas, dependentes tanto de fatores inerentes ao parasito, quanto ao hospedeiro
vertebrado. Os fatores relevantes inerentes ao parasito sédo: a variabilidade entre as
cepas, a viruléncia, a antigenicidade, o tropismo e a quantidade do indculo. Em
relacdo ao hospedeiro vertebrado, fatores como idade, sexo e o perfil da resposta
imune parecem modular diferencas nas manifestacdes clinicas (Dias, 2000).
Segundo o Consenso Brasileiro, nesta fase, o0 exame parasitolégico é de baixa
sensibilidade, devido a parasitemia subpatente, conferindo-lhe um baixo valor
diagnostico. O teste sorolégico € o exame de escolha, considerando o individuo
infectado aquele que apresenta anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG detectado por
dois testes soroldgicos de principios distintos. Geralmente, a identificacdo da doenca
ocorre em testes de admissao para trabalhos ou doacdo de sangue (Teixeira et al,

2006).

Na fase crbnica, a maior parte dos pacientes portadores da doenca de
Chagas cronica permanece assintomatica por um longo periodo, o que caracteriza a
forma indeterminada da doenca. Entretanto, quando a doenca se manifesta, os
principais alvos sdo o sistema gastrointestinal e o coracdo. Quando este 6rgao esta
gravemente comprometido, devido a multiplicacdo exacerbada dos tripanossomas

no eixo maior do musculo, formando uma grande massa, ocorre lesdo do miocardio,
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e menos intensamente também do pericardio, do endocardio e das arteriolas
coronarias, levando a intenso infiltrado inflamatorio e fibrose. O individuo infectado
pode apresentar diversas manifestacbes clinicas, como falta de ar, tonturas,
taquicardia, braquicardia e inchago nas pernas. Além disso, o parasito também pode
causar lesdes no figado e nos sistemas nervoso e linfatico (Argolo et al, 2007).
Aproximadamente, 10% dos pacientes infectados desenvolvem uma forma digestiva,
apresentando dilatacdes e alteracbes funcionais, principalmente, no eséfago e no
colon por lesBes no sistema nervoso autbnomo intramural, parasitismo tecidual e

acao do sistema imune (Tafuri et al, 1970; Tafuri et al, 1987; Dias et al, 1992).

A Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC) constitui uma das principais causas
de insuficiéncia cardiaca (IC) e é a maior causa de morbidade da doenca de Chagas
manifestando-se em cerca de 30 a 40% dos pacientes apds décadas da infecgao
inicial. Estes podem apresentar prognésticos e evolucao variaveis, desde pequenas
alteracdes eletrocardiograficas até a insuficiéncia cardiaca ou progredindo para uma

eventual morte subita (Coura et al, 1984; Dias et al, 1992; Elizari e Chiale, 1993).

A CCC normalmente afeta individuos entre 30 e 45 anos de idade. O coracéo
aumenta de tamanho, ocupando a base da caixa toraxica (Figura 6a). As cavidades
internas do coracgéao ficam dilatadas e as paredes podem ficar finas. Outra alteracao
morfolégica observada é o aneurisma de ponta (Figura 6b). Na forma cardiaca, em
geral, ocorre extensa fibrose miocardica com destruicdo do sistema de conducéo e
grande reducdo dos neurdnios do coragdo, ocasionando disturbios autondmicos
caracteristicos da doenca de Chagas na forma cardiaca (Coura e Borges-Pereira,

2010; Marin-Neto et al, 2007).
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Estudos histoldégicos revelam que casos de morte de pacientes por
cardiomiopatia chagésica estdo relacionados com inflamagdo provocada por
infiltrados de células mononucleares do sistema imune (Figura 6c¢). No local da
inflamacéo, sdo encontrados linfocitos e macrofagos entre as fibras musculares e
podem estar presentes também células plasméticas, neutrofilos e eosindfilos

(Texeira et al, 2006).

Figura 6: AlteracOes cardiacas na cardiopatia chagasica.
Hipertrofia cardiaca (A). Aneurisma de ponta (B). Infiltrado
inflamatério no coragéo (C). Fonte: www.bioscience.org

1.1.3 Sistema Imune na Doenca de Chagas

A infeccdo com Trypanosoma cruzi resulta em multiplas disfungbes
imunoldgicas, persisténcia do parasito e destruicdo inflamatéria do musculo
cardiaco. Seguindo-se a infec¢cdo, o aumento inicial da parasitemia é contido pelas

citocinas proé-inflamatorias liberadas por macréfagos e células Natural Killer (NK).
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Esta ativacdo da resposta imune inata é seguida pela imunidade adaptativa
caracterizada por ativacéo policlonal de linfocitos T CD4+, CD8+ e células B. Essa
resposta reduz, mas ndo elimina o parasita. Em relacdo as células T CD4+, a
resposta do tipo Thl medeiam a protecdo contra a infecgdo, enquanto a resposta
Th2 correlaciona com a persisténcia do parasito (Maya et al., 2010). Acredita-se que
células TCD4+, mondcitos, células NK e toda complexa rede de citocinas
inflamatodrias e anti-inflamatoérias produzidas nesse processo sejam fundamentais
para orquestrar a resposta imune nos pacientes portadores da doenca de Chagas

cronica, influenciando a evolucao clinica da doenca.

Durante o curso da doenca de Chagas, os linfécitos T CD4+ e CD8+, que
reconhecem os antigenos do T. cruzi se expandem e diferenciam em T efetoras
ativadas. Apoés a diferenciacao, as células T efetoras penetram no tecido cardiaco e
medeiam a inflamacdo e as lesdes ao tecido (Reis et al, 1993). Nos locais das
lesbes os linfocitos T CD8+, citotdxicos, se acumulam ao redor das células do tecido
induzindo a lise celular, criando regides com intensa destruicdo celular e

consequente substituicdo desse tecido por tecido fibroso (Teixeira et al, 2006).

Os mecanismos imunopatolégicos que determinam a migracdo de
subpopulacdes de células T e producdo de mediadores inflamatérios, os quais
promovem as lesdes nos tecidos, ainda ndo estdo bem elucidados na doenca de
Chagas. A dificuldade em detectar o parasito no miocardio na fase cronica da
doenca e a resposta de células T de forma deletéria contra antigenos proprios como
0s componentes de nervos e musculos desencadeia reacgfes inflamatorias auto-

imunes, sendo estas uma das responsaveis pela manutencéo da miocardite cronica
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(Kalil & Cunha-Neto, 1996). Nos pacientes cardiopatas cronicos, a miocardite é

formada principalmente pelas células T CD8+ (Reis et al., 1993).

1.1.4 Tratamento para a Doenca de Chagas

As recomendacdes atuais para o tratamento da doenca de Chagas no Brasil
sdo baseados em decisdes tomadas por especialistas que foram reunidos pelo
Ministério da Saude em 1997, e posteriormente, com a revalidacdo por especialistas
coordenados pelo Organizacdo Pan Americana de Saude (PAHO), cerca de 13 - 14
anos atras. (Coura, 2012). O Consenso Brasileiro de 2005 teve por objetivo
padronizar, ndo s6 essa, como outras questdes relacionadas a Doenca de Chagas.
As recomendacdes sugerem que os casos de doenca de Chagas adquirida através
da transmissao vetorial, oral ou congénita, ou através de acidentes de laboratdrio ou
qualquer outra via de transmissao devem ser imediatamente tratados com as drogas
que estdo atualmente disponiveis: nifurtimox e benzonidazol. Também, foi
recomendado que criangas, até 12 anos de idade, devem ser tratadas, assim como,
em adultos quando a infeccédo é recente entre 10 a 12 anos do inicio da infeccéo
(Coura, 2012). Porém, dentro dos programas de saude publica, ndo ha indicacao de

tratamento em larga escala para adultos em fase crénica da doenca.

O tratamento de pacientes cardiopatas chagasicos crbénicos, quanto a
insuficiéncia cardiaca (IC), visa reduzir os sintomas, retardar a evolucdo da
disfungéo ventricular e prolongar a sobrevida, utilizando para isso medidas gerais
como, dieta para correcdo da obesidade e manutencdo de um peso ideal, restricdo
hidrica em casos graves, proibicdo do consumo de alcool, eliminagdo de fatores

agravantes da doenca, adequacao de atividades fisicas de acordo com o grau de IC


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kalil%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8878420
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e idade do paciente e vacinagdo para influenza e pneumonia pneumocdcica em

pacientes com IC avancada.

O tratamento medicamentoso segue as recomendacOes das Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), sendo que o tratamento padréo é feito
com diuréticos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA), digitalicos,
betabloqueadores, e alguns estudos inseriram antagonista da aldosterona para
pacientes sintomaticos com classificacdo Ill e IV do New York Heart Association

(NYHA).

Outro tratamento disponivel, segundo o consenso brasileiro em doenca de
Chagas seria o cirargico, no caso de IC refratarias, usando recursos como,
estimulacdo ventricular multissitio, transplante cardiaco e terapia celular, esse, ainda
como perspectiva. (Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas - MINISTERIO DA

SAUDE, 2005).

Enfim, apesar dos tratamentos disponiveis, segundo Soares e colaboradores,
0s pacientes portadores de IC causada por cardiopatia chagasica cronica evoluem
com grave disfuncdo sistélica devido a miocardite crbénica e consequente fibrose
(Soares et al, 2004). Nesse contexto, acabam sendo encaminhados para filas de
transplantes cardiacos, na esperanca que esse seja bem sucedido, reduzindo a
acelerada evolucdo para Obito. Porém, a relacdo de trasplantes versus lista de

espera € extremamente desanimadora.

1.1.5 Perspectivas Terapéuticas

A dificuldade de realizacdo de transplantes, além da reativacédo da doenca de

Chagas de 27 a 90% dos casos de pacientes transplantados devido a
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imunodepresséo, segundo a Il Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco, trouxe a
necessidade de uma nova perspectiva terapéutica. (Bacal et al, 2010). Dessa forma,
uma nova area da medicina, abre expectativas inovadoras para o tratamento de
doencas cronico-degenerativas: a Medicina Regenerativa. Esta consiste na
utilizacdo de células-tronco, fatores de proliferacdo/diferenciacdo celulares e
biomateriais que permitem ao proprio organismo reparar tecidos e 6rgados lesados,
mesmo em 0Orgdos considerados por muito tempo incapazes de desenvolver
quaisquer processos regenerativos, como 0 cérebro e o coracdo (Santos et al,

2004).

Além disso, ainda ha varias pesquisas em busca de novos medicamentos e
novas técnicas diagnosticas para tentar minimizar os problemas que essa doenca

acarreta aos pacientes e a sociedade como um todo.

Novos derivados antifungicos triazélicos surgiram como tratamentos
alternativos para doenca de Chagas. Eles inibem a biossintese do ergosterol no T.
cruzi, que € essencial para o crescimento e sobrevivéncia do parasita, e tém

propriedades farmacocinéticas apropriadas para o tratamento da infeccao

disseminada intracelular.

O E1224, um desses medicamentos em teste, com o perfil de seguranca
favoravel e resultados encorajadores nos estudos em animais além de
farmacocinética adequada, é considerado um candidato prioritario para o tratamento
da doenca de Chagas. O ensaio com E1224, segundo o site do Clinical Trials,
encontra-se em fase Il, e tem por objetivo determinar se cada um dos trés diferentes

regimes de dosagem de E1224 sdo eficazes e seguros na erradicagdo da
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parasitemia do T. cruzi em individuos portadores da forma crénica indeterminada da

Doenca de Chagas, em comparacao com placebo (http://clinicaltrials.gov/).

1.2 Doenca lsquémica Crbnica

Na lista das dez principais causas de morte da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), as doencas cardiacas isquémicas figuram como primeiro lugar no
ranking, tanto nos paises de alta, quanto de média renda e em quarto lugar nos

paises considerados de baixa renda.

Em 2008, 7,3 milhdes de pessoas morreram de doenca cardiaca isquémica
no mundo e projeta-se que o numero anual de mortes por doencas cardiovasculares

aumentara para, aproximadamente, 23,3 milhdes em 2030 (WHO, 2013).

Dentro das doencas isquémicas do coracdao temos a angina pectoris, infarto
agudo do miocardio e suas complicacdes e doenca isquémica crénica do coracéo,

sendo que a doenca de base para tais doengas, em geral, é a ateroesclerose.

A caracteristica dominante da doenca isquémica croénica (DIC) do coragéo se
da quando ocorre uma falha na circulagédo coronariana, a qual tem como propdsito
manter adequado balanco entre a oferta/consumo de oxigénio do miocéardio
(Carvalho, 2001). Essa falha causa uma isquemia miocéardica reversivel que é
caracterizada por sintomas estaveis que se estabelecem por meses ou anos,
podendo se transformar, em lesdes permanentes (Canadian Cardiovascular Society
Consensus Conference, 1997). A angina estavel é a manifestagdo clinica mais

frequente da cardiopatia isquémica cronica.

O teste de esfor¢co com registro eletrocardiografico é o teste de escolha para o

diagnostico e estratificagdo de risco da doenca isquémica crénica. Os objetivos do
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tratamento sdo melhorar o progndstico e reduzir os sintomas. O prognostico €
melhorado pela diminuicdo do peso dos fatores de risco coronario, através da
administracdo de agentes anti-plaquetarios, e em doentes de alto risco, com
revascularizacdo miocardica. Os sintomas sdo melhorados por medicamentos anti-
anginosos que atuam através de diferentes mecanismos, incluindo a reducdo do
consumo de oxigénio e melhora da perfusdo do miocardio, e revascularizacdo em

pacientes que nao respondem satisfatoriamente aos medicamentos.

A Cardiomiopatia isquémica € caracterizada por sintomas e sinais de
disfuncdo ventricular esquerda com graus variados de disfuncdo. Observa-se
melhora funcional em pacientes com lesfes cardiacas, mas com grandes areas de
viabilidade miocérdica, submetidos a revascularizacdo do miocéardio (Crea et al,

2012).

Um grande numero de pacientes, apos serem submetidos a sucessivos
procedimentos de revascularizacéo, se tornam refratarios, ndo sendo mais passiveis
de revascularizagdo mecanica. Sucessivos procedimentos de revascularizagao
fazem com que, um grande numero de pacientes, atinja o estagio final da doenca
arterial coronaria. Para esses pacientes, a injecdo intramiocardica de células
isoladas de medula éssea surge como alternativa terapéutica, mostrando-se
promissora. Este terapia experimental tem por objetivo melhorar a perfusdo do

miocardio e a funcéo contratil, diminuindo os sintomas da angina.

A eficacia da terapia celular estd sob investigacdo constante, e inUmeros
estudos em busca de inovagOes adicionais estdo sendo realizados na tentativa de
melhorar a eficacia da terapia celular. Podemos citar aqueles que buscam melhorar

a identificacdo de células mais promissoras, ou, usar novas estratégias, como pre-
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condicionamento isquémico e estimulos farmacologicos associados a terapia
convencional, ou ainda, os que tentam aumentar o enxerto e funcao celular no sitio
de interesse. Além disso, a combinacdo de terapia genética e a terapia celular tem
demonstrado um grande potencial. Finalmente, o uso de biomateriais parece ser
uma técnica promissora para melhorar sobrevivéncia celular, a qual pode contribuir

para a otimizacao de técnicas de enxerto.

Espera-se que estas inovacbes apresentem resultados eficazes
transformando-se em tratamentos para uma variedade de doencas, ampliando o
espectro de opcbes terapéuticas para pacientes que esgotaram as terapias

convencionais.

1.3 Terapia Celular

A terapia celular € uma proposta terapéutica que, por meio de infusdo de

células, visa agir na regeneracédo de 6rgaos e tecidos.

7

Dentro desse contexto, uma questdo importante € a identificacdo de qual
seria a célula-tronco ideal para tal fim. Certamente o ideal seria a utilizacdo de
células-tronco existentes no tecido lesado do préprio individuo. No entanto, para que
isto seja possivel, é necesséario entender melhor os fatores que controlam a
proliferacdo, migracéo e diferenciacdo destas células-tronco adultas e das células
por elas geradas antes que se possa propor uma possivel abordageml terapéutica
usando as mesmas. Ha também a dificuldade inerente de obtencdo destas células
sem provocar lesdes significativas nos oOrgdos de onde seriam retiradas. Varios

estudos que estdo em andamento, neste momento, avaliam estas questdes.
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Outras alternativas seriam a utilizacdo de células-tronco embrionarias e
mesenquimais (MSC). A primeira delas muito promissora, pois poderiamos controlar
a diferenciacdo para o tipo celular desejado antes de transplanta-las para o local da
lesdo. Mas, h4 muito que se estudar para que se possa extinguir os riscos de
tumorigénese com o0 uso destas células. A populacdo celular de MSC é
extremamente rara, e para sua utilizacao clinica € necessario que haja expansao in
vitro. O procedimento de expansdo destas células in vitro, livre de produtos de

origem animal, foi estabelecido recentemente, (Muller et al, 2006) e alguns estudos

clinicos pioneiros ja comecaram a utilizar este tipo celular em ensaios clinicos.

1.3.1 Célula-tronco

Qualqguer organismo pluricelular é composto por diferentes tipos de células.
Calcula-se que de cerca de 75 trilhBes de células existentes em um homem adulto,
se encontram mais ou menos 200 tipos de células distintas, todas derivadas de
células precursoras, denominadas células-tronco. (Johnson et al, 2004).

Estas células comecaram a despertar interesse cientifico a partir do
lancamento, em 1839, da obra: Investigacdes Microscépicas sobre a Estrutura e
Crescimento dos Animais e das Plantas, que passou a ser conhecida como a Teoria
Celular descrita pelo zodlogo alemdo Theodor Schwann (1810-1882). Na obra,
Schwann afirma que todos os tecidos animais e vegetais sdo formados por células.
Ele se baseou no fato da presenca do nucleo em todos os tipos de células, e na
obediéncia a um processo basico comum de formagdo comandado pelo nucleo.
Sendo assim, sabe-se que o corpo humano é constituido basicamente por trés tipos

de células:
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1. As células germinais que sdo as células que dao origem aos gametas -

ovulos e espermatozéides;

2. As células somaticas, que constituem a maior parte das células que

constituem um organismo adulto,

3. As células-tronco, que de acordo com a definicdo candnica, sdo células que
possuem a capacidade de se dividir indefinidamente in vivo dando, tanto células-
tronco, por autorrenovacdo, como células especializadas maduras, devido a

multipotencialidade. (Alison et al, 2002).

Essas Ultimas s&o caracterizadas por serem células indiferenciadas, ou seja,
ndo estdo no fim das vias de diferenciacéo celular; ndo tem restricdo no niumero de
vezes que podem se dividir durante a vida de um organismo, e quando se dividem,
cada “célula filha” formada pode manter-se indiferenciada ou pode se tornar uma
célula funcional especializada. Para realizar essa dupla tarefa, replicacdo e
diferenciacdo, a célula-tronco pode seguir dois modelos basicos de divisdo: o
deterministico, no qual sua divisdo gera sempre uma nova célula-tronco e uma
indiferenciada; e o estocastico (ou aleatorio), no qual células-tronco geram somente
novas células-tronco ou geram apenas células diferenciadas ou ainda uma célula-
tronco e uma célula diferenciada, conforme exemplificado na Figura 7 (Johnson et al,

2004).
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Figura 7: Tipos de divisdo de células-tronco

A divisdo de células-tronco segue dois modelos: o deterministico (A), que
gera sempre uma célula-tronco e uma célula diferenciada, e o aleatorio (B)
em que podem ser geradas diversas combinacdes de células. CT: célula-
tronco. Adaptado de http://www.educacaopublica.rj.gov.br

1.3.1.1 Definicdes de Células-tronco

As células-tronco sdo definidas funcionalmente como células que tem tanto a
capacidade de autorrenovacao, como a de gerar células diferenciadas (Smith et al,
2001; Weissman et al, 2001). Especificamente, as células-tronco podem gerar
células-filhas idénticas a mae (autorrenovacdo) e produzir descendentes com um
potencial restrito (células diferenciadas). A autorrenovacao define a capacidade das
células-tronco de se perpetuarem, mantendo ao longo de geracdes o seu potencial

proliferativo (Pittenger et al, 1999).

1.3.1.1.1 Clonalidade

A capacidade clonogénica das células-tronco pode ser considerada uma das
caracteristicas mais importante e significa que uma uUnica célula tem a capacidade
de se multiplicar formando uma linhagem. Uma linhagem celular pode ser definida

como uma populacdo clonal ou constituida de células aparentemente homogéneas
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guando as mesmas podem ser amplificadas em cultura, congeladas, descongeladas
e subcultivadas in vitro. Porém, as culturas de células que ndo provém da uma unica
célula podem constituir uma populacdo mista, contendo células-tronco e células de
suporte, necessarias para a propagacao das células-tronco. Por conseguinte, uma

linha de células-tronco deve fazer referéncia a sua origem.

1.3.1.1.2 Potencialidade

O termo “potencial” de uma célula é geralmente utilizado para descrever a
capacidade de diferenciacdo das células-tronco. Elas podem ser totipotentes,
pluripotentes ou multipotentes. Totipoténcia é um termo usado para identificar uma
célula-tronco, que pode diferenciar-se em qualquer célula do individuo,
desenvolvendo um individuo completo. Na origem da vida de um organismo existe
uma unica célula-tronco, o zigoto, que é uma célula totipotente. Esta célula pode dar
origem a células especializadas do embrido ou do adulto. O ovo fertilizado se divide
para dar origem a linhagens de células que formardo os diferentes érgdos. Durante
as primeiras 3 a 4 divisdes, cada célula filha mantém a sua totipoténcia. Em seguida,
através de uma série de divisdes e diferenciacdes, as células-tronco embrionarias,
isoladas da massa celular interna, perdem a sua totipoténcia. Este processo é
conhecido como comprometimento celular. Estas células sdo pluripotentes. Elas tém
a capacidade de originar varios tipos de células das trés camadas germinativas:
endoderma, que origina, por exemplo, o trato gastrointestinal e os pulmdes;
mesoderma, que origina, por exemplo, 0os musculos, 0ssos, sangue e sistema
urogenital; e a ectoderma, que origina, por exemplo, os tecidos epidermais e sistema

nervoso. Células-tronco pluripotentes podem se especializar em qualquer tecido do
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organismo, mas elas ndo podem por si proprias desenvolver em um ser adulto, uma
vez que ndo possuem a capacidade de gerar tecidos extraembrionarios. Um
exemplo de células-tronco pluripotentes sdo as células-tronco embrionérias

(Johnson et al, 2004).

Células multipotentes possuem uma capacidade de diferenciacéo limitada, se
diferenciando apenas em linhagens relacionadas ao seu tecido de origem. Elas
estdo distribuidas pelo organismo em nichos e acredita-se que tenham importancia
nos mecanismos de reparo do tecido onde estdo alocadas (Johnson et al, 2004).
Suas principais funcdes sdo a de manter a homeostase do tecido e substituir,
seguindo os limites de regeneracdo de cada tecido, as células mortas por
envelhecimento, lesdo ou doenca (Leblond et al, 1964). Existem também populacdes
de células progenitoras que séo tripotentes, bipotentes ou unipotententes, tais como

as células-tronco epidérmicas. (Bongso et al, 2009).

1.3.1.2 Caracteristicas das Células-tronco

Como mencionado anteriormente, quando uma célula-tronco se divide, as
células filhas podem ter um caminho de diferenciacdo especializado, ou de
autorrenovacao. Isto assegura um fornecimento constante de células-tronco para a
reconstituicdo dos 6rgaos adultos. Este mecanismo fisiolégico € necessario para a
manutencdo da composicédo de tecidos celulares e de 6rgdos do corpo. Uma das
vantagens das células-tronco, é que elas podem se diferenciar em tipos celulares
sem ser necessariamente dos tecidos em que residem. Esta propriedade é

conhecida como "plasticidade” das células-tronco. As células-tronco também sé&o
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altamente clonogénicas e geralmente representam uma pequena percentagem do

total de células que compdem um determinado 6rgéo (Gardner et al, 2002).

1.3.1.3 As Células-tronco e seus Nichos

Os nichos das células-tronco séo locais especiais nos tecidos, responsaveis
pela manutencdo da homeostase dos mesmos, isto é, a manutencdo do equilibrio
entre os diferentes tipos de células que constituem o tecido. O nicho é descrito como
um compartimento anatdbmico definido, incluindo componentes nao celulares e
celulares (matriz extracelular, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento de acéo
local), capazes de integrar os sinais locais e sistémicos que regulam a biologia
destas células (Jones et al, 2008a). Este nicho ou micro-ambiente proporciona um
equilibrio entre a autorrenovacéo e diferenciacdo, e a producdo de células maduras
funcionais (Moore et al, 2006). As células, os vasos sanguineos e as glicoproteinas
da matriz sdo parte de uma estrutura tridimensional que proporciona um micro-
ambiente altamente especializado onde o contato e a comunicacdo entre eles é
essencial. Além disso, o ambiente metabdlico formado por fatores de crescimento,
proteinas de sinalizacdo celular e a pressao parcial de oxigénio fazem parte do nicho

(Scadden et al, 2010).

Na década de 1970, um modelo de microambiente indutivo da hematopoiese
foi descrito (Trentin et al, 1989). Em 1977, Dexter, propds a utilizacdo de uma
camada de células aderentes do estroma para a manutengdo de células-tronco
hematopoiéticas (HSC) de rato cultivadas a longo prazo (Dexter et al, 1977). Estes

sistemas tém contribuido para aprofundar o conceito de nicho por Robert Schofield
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em 1978. Ele afirmou a hipotese de que as HSC s6 podem manter o equilibrio entre
a autorrenovacdo e a diferenciacdo em linhagens hematopoiéticas, mantendo o
contacto fisico com um estroma adequado, constituido por células do estroma
associadas a sua matriz extracelular (Schofield et al, 1978). O conceito de nicho &
amplamente fundamentado e pode ser aplicado para a maioria das células-tronco.
Exemplos de nichos estudados sdo aqueles de células-tronco intestinais e foliculos

pilosos.

1.3.1.4 As Fontes e Diferentes Tipos de Células-tronco

As células-tronco podem ser classificadas em quatro grandes categorias com
base em sua origem, ou seja, as células-tronco embrionarias, as células-tronco
fetais, as células-tronco do corddo umbilical e células-tronco adultas. Cada uma
pode ser dividida em subtipos (figura 8). Dentro de um organismo, uma dada célula-
tronco pode ser extraida de varios tecidos diferentes. Assim, as HSC estéo
presentes, tanto na medula 6ssea, como no figado fetal. As MSC existem na medula
0ssea, mas também em muitos tecidos adultos. Embora essas células tenham
muitas caracteristicas morfologicas e funcionais em comum, eles ndo sao idénticas.
E por isso que a origem anatdmica de uma célula-tronco é um parametro importante

na interpretacdo dos resultados experimentais.
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Figura 8: Classificacdo das células-tronco humanas
(Extraido de Bongso, 2005).

1.3.1.4.1 Células-tronco Embrionarias (ESC)

Elas sdo derivadas da massa celular interna de blastocistos de mamiferos. A
massa celular interna dos blastocistos humanos de 5-6 dias é a fonte de ESC
pluripotentes que podem proliferar indefinidamente, preservando sua pluripoténcia,
mantendo esta caracteristica in vitro (Johnson et al, 2004).

Durante o desenvolvimento embrionario, a massa celular interna forma duas
camadas distintas de células, o epiblasto e o hipoblasto. O hipoblasto forma o saco
vitelino e o epiblasto se diferencia nas trés camadas germinativas (ectoderma,

mesoderma e endoderma) que formardo o organismo adulto.

As células-tronco embrionarias foram descobertas em 1981 (Evans &
Kaufman, 1981; Martin et al, 1981) seguida do isolamento das ESC humanas em

1998 (Thomson et al, 1998).
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1.3.1.4.2 Fetal

Este é um tipo de célula primitiva encontrada em 6érgaos fetais que vao se
desenvolver nos diferentes 6rgdos do corpo. A pesquisa com células-tronco fetais
tem sido limitada até agora a certos tipos de células. Células-tronco da crista neural,
células-tronco hematopoiéticas fetais e progenitores de ilhotas pancreéticas fetais

foram isolados de fetos (Beattie et al, 1997).

1.3.1.4.3 Cordao Umbilical

Elas sao células tronco circulantes que incluem células-tronco
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. Eles apresentam caracteristicas
multipotentes sendo capazes de se diferenciar em células sanguineas (Rogers et al,
2004). Foi, também, descrito que a matriz do cordao umbilical contém células-tronco
potencialmente Uteis (Mitchell et al, 2003). Esta matriz, chamada geleia de Wharton
€ uma fonte de isolamento de células-tronco mesenquimais. Estas células
expressam marcadores caracteristicos de células-tronco, e mostram uma atividade

telomerase elevada.

1.3.1.4.4 Células-tronco Adultas

As células-tronco adultas s@o células encontradas em varios tecidos do
organismo adulto. Algumas delas estdo sendo utilizadas em ensaios clinicos como,
por exemplo, a células-tronco de cordao umbilical, da medula éssea e da gordura

(NIH, 2009).
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As células-tronco adultas multipotentes possuem diferenciacdo restrita ou
dirigida e uma menor capacidade de proliferacdo, quando comparadas as
embrionérias, o que torna remota a possibilidade de formacéo de tumores quando
infundidas em pacientes. Aliado a isto, h& a possibilidade de utilizacdo de células-
tronco adultas de origem autéloga, ou seja, do proprio paciente, o que minimiza
problemas como rejeicdo imunoldgica. Este tipo celular € muito promissor para

aplicacéo clinica em medicina regenerativa (Asahara et al, 2000).

Podemos identificar nos varios tecidos e 6rgaos adultos células-tronco como

as mesenquimais, as precursoras endoteliais e as hematopoiéticas.
e As células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais sdo um componente do estroma da medula
O0ssea. O tecido do estroma da medula 6ssea é composto por uma populacédo
heterogenea de células que compreende células reticulares, adipécitos, células
osteogénicas, células do musculo liso, células endoteliais e macréfagos (Bianco,
1998). As células-tronco mesenquimais sdo uma populacéo de células-tronco adulta
bem caracterizada. H&4 uma quantidade pequena na medula 6ssea (1 em cada 10*
ou 1 em cada 10° células mononucleares), sendo responsaveis pela formacédo das
células do estroma de medula 6ssea garantindo a homeostasia do ambiente medular
para que a hematopoiese ocorra de maneira bem regulada (Chen et al, 2006).
Acredita-se que elas sdo capazes de reparar danos locais. In vitro, elas se dividem
em meios de cultura adequados e se diferenciam em varios tipos de tecidos
mesodérmicos, incluindo osso, cartilagem, musculo, estroma da medula 0Ossea,

tenddes, ligamentos e gordura (Caplan et al, 1994; Short et al, 2003). A

caracterizagcdo das células-tronco mesenquimais tem sido facilitada pela
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simplicidade de sua cultura. Além do estroma da medula 0ssea, as células-tronco

mesenquimais podem, também, ser derivadas a partir do peridsteo, gordura e pele.

Os estudos de Friedenstein et al. foram os primeiros a relatar a existéncia de
uma populacdo de células-tronco no estroma de medula 6ssea. Eles observaram
gque eram ceélulas aderentes ao frasco de cultura com formato fibroblastéide
(Friedenstein et al, 1976). A partir deste momento varios estudos foram realizados e,
muitos deles demonstraram que as células-tronco aderentes do estroma de medula
O0ssea ou células-tronco mesenquimais sdo capazes de gerar varias linhagens
celulares incluindo ostedcitos, condrocitos e adipdcitos (Pittenger et al, 1999).

Com o intuito de padronizar os achados cientificos relacionados as células
estromais aderentes derivadas de medula 0ssea, a Sociedade Internacional de
Terapia Celular (SITC) publicou um artigo (Dominici et al, 2006), onde sugere que
tais células podem ser classificadas como MSC quando atenderem aos trés critérios
listados abaixo:

1. Aderéncia as placas de cultura in vitro, quando cultivadas em condi¢cfes
adequadas;

2. Expressdo de antigenos especificos em sua superficie, apresentando
expressdo de CD105, CD73 e CD90 mensurados por citometria de fluxo e
auséncia de expressao de CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e
HLA de classe Il (menor ou igual a 2%).

3. Diferenciagéo in vitro em osteoblasto, adipocito e condroblasto.

As MSC apresentam um aspecto muito relevante, porém, ainda nao
totalmente consolidado na literatura; a capacidade de modular a resposta imune. Isto

torna sua aplicacdo clinica muito interessante. Estudos demonstram que MSC ex
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vivo suprimem o funcionamento de uma larga populacdo de células imunolégicas,
incluindo linfécitos T (Krampera et al, 2003; Le Blanc et al, 2003; Di Nicola et al,
2002), células apresentadoras de antigenos, Natural Killers (NK), e linfocitos B
(Jiang et al, 2005; Aggarwal et al, 2005). Este achado é particularmente interessante,
pois demonstra a possibilidade de diminuir a rejeicdo imunoldgica contra as células
injetadas, no caso de realizacédo de terapias celulares utilizando essas células.

Enfim, a facilidade de obtencdo, a multipotencialidade e uma suposta
capacidade de imunossupressédo, que diminuem os problemas de imunorejeicéo,

ampliam a importancia de seu estudo em terapias celulares.

e As células precursoras endotelias (EPC)

As células progenitoras endoteliais foram inicialmente descritas em 1997 por
Asahara, como uma populacdo heterogénea de células circulantes no sangue
periférico e cuja origem advem de inimeros precursores, incluindo hemangioblastos
(Asahara et al, 1997), precursores ndo hematopoiéticos, células monociticas (Yoder
et al, 2007) ou células-tronco residentes nos tecidos (Beltrami et al, 2003). Estas
células sdo capazes de migrar para o local onde existem lesdes endoteliais, e se
diferenciar em células endoteliais maduras desempenhando importante funcdo no
reparo vascular, e na formacao de novos vasos em razdo de sua capacidade de
proliferar, migrar, se diferenciar in vivo e in vitro em células endoteliais, bem como,

incorporar-se ao endotélio preexistente. (Nobrega et al, 2012)

As EPC séo raras, representando cerca de 0,0001% a 0,01% da fragao
mononuclear do sangue periférico. Porém, diferentes estimulos sdo capazes de

mobilizar as EPC da medula éssea, fazendo com que elas tenham seu numero
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elevado temporariamente na circulagédo periférica. Uma vez na circulacao periférica,
as EPC secretam fatores pré-angiogénicos, como o fator de crescimento de
endotélio vascular (VEGF) e o fator estimulante de colénia de granuldcitos (G-CSF),
capazes de estimular de forma paracrina os processos de neovasculogénese e
angiogénese, tornando esse um grande atrativo para as pesquisas em terapia

celular com essas células. (Asahara et al, 1999; Powell et al, 2005)

Além das citadas nos tépicos acima, ainda compde o conjunto de células-
tronco adultas, as células do intestino, figado, osso, cartilagem, epiderme (pele e
cabelo), do sistema nervoso, do pancreas e do olho (Gronthos et al, 1999; Luskin et
al, 1993; Nuttall et al, 1998; Reynolds et al, 1992; Tropepe et al, 2000, Wright et al,

2000; Zulewski et al, 2001).

e As células-tronco hematopoiéticas

A medula 6ssea é um 6rgdo difuso, volumoso e muito ativo, sendo fonte de
todas as células sanguineas do organismo. O adulto normal, produz, por dia, cerca
de 2,5 bilhdes de eritrécitos, 2,5 bilhdes de plaguetas e 1,0 bilhdo de granul6citos
por quilograma de peso corporal. Esta producao € ajustada com grande precisdo as

necessidades do organismo (Junqueira & Carneiro, 1999).

A medula 6ssea € encontrada no canal medular dos ossos longos e nas
cavidades dos 0ssos esponjosos. Como todo tecido hematopoiético € constituida por
células reticulares, associadas a fibras reticulares. Esses elementos formam uma
esponja percorrida por inUmeros capilares sinuséides. Entre as células reticulares
existe um namero variavel de tipos celulares; podemos citar, como exemplo, 0s
macrofagos, células adiposas, células precursoras dos eritrocitos, granuldcitos,

monacitos, plaquetas e células-tronco indiferenciadas (Junqueira & Carneiro, 1999).
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A medula O0ssea tém células-tronco de origem hematopoiética e mesenquimal,
sendo, essas Ultimas formadoras do sistema celular estromal da medula 6ssea,
anélogo ao sistema hematopoiético, onde as MSC residentes sdo responsaveis por
manter um nicho das mesmas, por autorrenovacao, além de dar origem as células
das varias linhagens que compdem o estroma medular (Deans et al, 2000) (Figura

9).
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Figura 9: Células-tronco de medula ¢ssea.

As HSCs se diferenciam nos precursores linféides e mieldides, que por sua vez, ddo origem a todas as
células sanguineas do organismo. As MSCs podem dar origem a células de osso, cartilagem, tenddo e
de estroma. (Adaptado de NIH 2001)

A hematopoiese é, basicamente, a produ¢do e manutencao de células-tronco
do sangue, além de sua proliferagédo e diferenciacdo em células sanguineas (Short
et al, 2003). As células-tronco hematopoiéticas sao derivadas no inicio da
embriogénese a partir da mesoderma e se estabelecem em locais muito especificos
de hematopoiese no embrido. Estes locais incluem a medula éssea, o figado e o

saco vitelino.
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As células-tronco hematopoiéticas sdo as células adultas mais estudadas.
Sao isoladas a partir de células mononucleares de medula éssea (CMMO) e,
segundo o National Institute of Health (NIH), essa € a fragdo celular mais utilizada
em ensaios clinicos para tratamento de doencas crbnicas de origem nao
hematoldgica (NIH, 2009) (Figura 10). Para doencas de origem hematoldgica, estas
células tém sido amplamente utilizadas na pratica clinica ha mais de 40 anos e séo a

base do sucesso do transplante de medula 6ssea.

804

Numero de ensaios clinicos

Figura 10: Tipos celulares utilizados em ensaios clinicos.

Numero de ensaios clinicos registrados no NIH para protocolos de terapia celular para
tratamento de doencas ndo hematopoéticas. CMMO - células mononucleares de medula 6ssea,
MSC - mesenchymal stem cell (NIH, 2009).

A despeito dos inimeros estudos, o mecanismo de acdo dessas células no
reparo tecidual ainda é controverso, pois a capacidade de transdiferenicacdo das
CMMO em outros tipos celulares é muito restrita, assim como € restrita a capacidade
de fusdo das células de medula 6ssea com as células do tecido do hospedeiro.
Assim, segundo Alvarez-Dolado e colaboradores, sua acdo direta nao teria
capacidade de regenerar 6rgaos lesados (Alvarez-Dolado et al, 2003). Entretanto,

essas observacdes ndo excluem a possibilidade de um papel terapéutico para
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CMMO, pois se deve levar em consideragdo que as mesmas apresentam outras
caracteristicas que facilitam seu uso terapeutico a curto e médio prazo. Uma delas
seria 0 tropismo que apresentam por areas de lesdo (Middleton et al, 2007) e a
outra, seria a producdo, por essas células, de diversos fatores troficos, que
melhoram o funcionamento de tecidos lesados, promovem maior sobrevida das
células que os formam, diminuem a inflamacdo e aumentam a vasculogénese
(Chopp et al, 2002). Dessa forma, acredita-se que o papel das CMMO, em terapias
celulares, é proteger as células que sobreviveram apds a injuria (por acado
paracrina), ao invés de substituir as que ja morreram, realizando, assim, um
processo de reparo celular em lugar de regeneracdo celular que se atribuiu

inicialmente como mecanismo de acdo das células-tronco derivadas de medula

dssea.

1.3.1.4.5 Pesquisas com Células-tronco de Medula Ossea em

Cardiopatias Cronicas

Diversos estudos tém sido realizados, visando o possivel tratamento das
cardiopatias cronicas, bem como de diversas outras doencas cronicas nao
cardiolégicas, com CMMO em terapia celular. Estudos envolvendo aplicacdo de
CMMO no tratamento de doencas cardiacas foram realizados, comprovando, nao sé
seguranca e exequibilidade do método como apresentando resultados preliminares
positivos (Assmus et al, 2002; Perin et al, 2003; Stamm et al, 2003).

Estudos brasileiros de grande relevancia, como o realizado por Vilas-Boas e
colaboradores, demonstraram o primeiro caso de transplante de CMMO para o

miocardio de um portador de insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica. Os
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resultados obtidos evidenciaram ser possivel a realizagdo da injecéo
intracoronariana de célula de medula 6ssea, sugerindo que este procedimento é
potencialmente seguro e efetivo em pacientes com insuficiéncia cardiaca chagéasica
(Vilas-Boas et al, 2004).

Na sequéncia de seus estudos, Vilas-Boas e colaboradores analisaram uma
amostra de 28 pacientes. Ndo houve complicacdes relacionadas diretamente ao
procedimento. Os dados demonstraram que a inje¢cdo intracoronariana de CMMO é
exequivel e potencialmente segura e eficaz para pacientes com insuficiéncia
cardiaca de etiologia chagasica (Vilas-Boas et al, 2006).

Com o objetivo de avaliar a hipotese de que injeces transendocardicas de
CMMO pudessem promover com seguranga a neovascularizagcdo, e aumento da
perfusdo e contratilidade miocardica em pacientes com grau avancado de
cardiopatia isquémica cronica, Perin e colaboradores realizaram um estudo similar,
utilizando CMMO de 21 pacientes. Foi observada melhora dos sintomas da doenca,
e melhora na funcao e perfusdo cardiaca com essa terapia, ndo havendo evidéncia
clinica de danos aos pacientes (Perin et al, 2003).

Baseados nesses resultados e em inimeros outros publicados pela
comunidade cientifica mundial especializada nessa area, nossa equipe, junto com
pesquisadores brasileiros, coordenados pelo Dr. Antonio Carlos Campos de
Carvalho, iniciaram, em 2005, o Estudo Multicéntrico Randomizado em Terapia
Celular em Cardiopatias (EMRTCC) que envolvia um centro coordenador — Instituto
Nacional de Cardiologia (INC) - e 34 hospitais e institutos com o intuito de avaliar a
seguranca e eficacia do implante autélogo de células-tronco de medula 6ssea em

1200 pacientes brasileiros, divididos em quatro bragos, com as seguintes
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cardiopatias: infarto agudo do miocérdio, cardiopatia isquémica crénica,
cardiomiopatia dilatada e cardiopatia chagéasica.

Desses quatro bracos do EMRTCC, o estudo com a doenca de Chagas foi o
primeiro a ser divulgado; os demais, devem ter seus resultados publicados em

breve.

Infelizmente, os resultados finais ndo foram muito animadores, sendo
concluido que, a terapia com CMMO por via intracoronariana ndo apresentou
vantagens adicionais sobre a terapia padrdo para a cardiopatia chagasica cronica
em pacientes com insuficiéncia cardiaca grave (Ribeiro-Dos-Santos et al, 2012). No
entanto, esta constatacdo ndo deve diminuir o interesse pela terapia celular na
cardiopatia chagasica, pois acreditamos que se deve testar novos tipos celulares,
outras formas de liberacdo das células no coracdo e, quem sabe, outro momento de

aplicacao das células durante a fase crénica da doenca.

1.4 Imunofenotipagem

A necessidade de identificar células estimulou o desenvolvimento da
imunofenotipagem. O conhecimento molecular oriundo de técnicas de imagem,
como microscopia eletrénica, e 0 desmembramento proteico por ultracentrifugacao,
permitiu a purificacdo de proteinas. Estas tecnologias, em conjunto, com técnicas de
hibridizagao celular, proporcionaram a produgcdo de anticorpos monoclonais com
altissima especifidade que sdo a base da imunofenotipagem. Estes anticorpos
permitem compor painéis capazes de identificar tipos de células, estagios

maturativos e caracteristicas funcionais.
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A imunofenotipagem desenvolveu-se rapidamente nos ultimos anos e suas
aplicacOes estdo em franca expansao em laboratérios de pesquisa bésica e clinica,
atuando em diferentes &reas da medicina, incluindo imunologia, patologia, oncologia,
genética, bioquimica clinica, microbiologia, medicina regenerativa e terapia celular. A
expansdo se deu, principalmente, pelo fato da imunofenotipagem proporcionar
medidas sensiveis, rapidas e precisas de uma gama relativamente ampla de células,
além de andlise de DNA e/ou RNA, deteccdo e quantificacdo de antigénos, anélise
de resisténcia a multiplas drogas, potencial de membrana, medi¢do das alteracfes

citoplasmaticas, tais como pH ou calcio livre entre outras (Orfao et al, 1995).

A técnica que acrescentou alta sensibilidade a imunofenotipagem foi a
citometria de fluxo (CMF), sendo util tanto no diagnéstico, classificacdo, prognéstico,
estadiamento, monitoramento, como na caracterizacdo fenotipica de células
hematopoiéticas patologicas, além de inumeras outras. A CMF avalia as
propriedades celulares, no momento em que essas células se movem em uma
solucédo eletrolitica, através de um conjunto de detectores de fluorescéncia.
Apresenta alta sensibilidade, especificidade e precisdo, permitindo andlises
multiparamétricas de um grande numero de células em pequeno intervalo de tempo.

A CMF é uma técnica que combina varios conceitos (Shapiro et al, 2005).

O equipamento utilizado na imunofenotipagem é denominado citbmetro de
fluxo (CF) e possui quatro componentes principais incluindo; um ou mais LASERS
gue incidem sobre as células; fotodetectores e amplificadores de sinais; suspensdes
celulares marcadas com anticorpos fluorescentes e um computador ligado ao

sistema com um software de analise.
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Os parametros celulares avaliados por esse método podem ser divididos em
dois grupos principais; os evidenciados pela luz dispersa que reflete o tamanho
celular designado FSC - forward scatter - e a complexidade interna, designado SSC -
side scatter, caracterizando a granulosidade da célula; e os associados a deteccéo
de cor que permite identificar a ligacdo de anticorpos marcados com fluorocromos
que reconhecem moléculas celulares especificas, revelando caracteristicas
fenotipicas importantes, como grau de diferenciacdo celular, linhagem celular,

ploidia, expressao de proteinas apoptéticas, dentre outras (Orfao et al, 1995).

As suspensdes celulares marcadas com anticorpos fluorescentes séo
aspiradas e as células passam em fila, uma a uma, cruzando os feixes dos LASERSs
no interior da camara de fluxo. Nesse mesmo local, detectores internos captam e
enviam sinais elétricos que sdo medidos por um computador. Esses sinais séo
plotados em graficos e histogramas em escala logaritma ou linear e analisados em
regides de parametros de fluorescéncia, através das leituras oriundas dos
fotomultiplicadores, que possibilitam a andlise de populacfes celulares diferentes,
dentro de uma mesma amostra, previamente incubada com anticorpos marcados

com fluorocromos distintos. (Shapiro et al, 2005).

Esses anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos, que possuem
padrdo espectral especifico de absorcdo e de emissao de luz, quando reagem
imunologicamente com a suspensao celular, permitem analisar, qualitativa e
guantitativamente, padrbes de expressdo de moléculas de superficie designadas
cluster of differentiation (CD) nas populacdes celulares de interesse, medindo

simultaneamente as propriedades fisicas e quimicas de milhares células por minuto.
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O CD é uma nomenclatura usada para a identificacdo e investigacdo de
moléculas presentes na superficie das células. A utilizacdo da nomenclatura CD
expandiu-se e recentemente, para os seres humanos, existem mais de 360 CDs

classificados (Matesanz-Isabel J et al, 2011).

Esta disponivel comercialmente uma gama de anticorpos conjugados com
diferentes flurocromos contra um mesmo CD, por exemplo, CD3-FITC, CD3-PE,
CD3-Percp entre outros; além de varios citometros de fluxo com capacidade de
detectar essas inuUmeras cores (Figura 11). A combinacdo desses dois fatores,
atualmente, nos permite construir painéis imunofenotipicos com alta sensibilidade e
especificidade ao grupo celular de interesse, possibilitando a analise de parametros

distintos ou de populagdes celulares diversas em uma mesma suspenséo celular.

Os fatores que mais afetam os resultados de imunofenotipagem incluem o
tipo e a qualidade da amostra, os protocolos de preparacdo de reagentes e
amostras, a calibracdo e subjetividade durante a analise e a interpretacdo dos
resultados, que fazem da rigorosa padronizacdo uma necessidade desta

metodologia (Picot et al, 2012).
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Fluoresence

Emission Excitation
Fluorochrome Color Ex-Max (nm) Laser Line (nm) Em-Max (nm)
Alexa Fluor® 405 Blue 401 360, 405, 407 421
Pacific Blue® 410 360, 405, 407 455
Alexa Fluor® 488 495 488 519
FITC 494 488 519
PE 496, 546 488, 532 578
PE-Texas Red® 496, 546 488, 532 615
Texas Red®** 595 595 615
APC* 650 595, 633, 635, 647 660
Alexa Fluor® 647 650 595, 633, 635, 647 668
PE-Cy5* 496, 546 488, 532 667
PerCP 482 488, 532 678
PerCP-Cy5.5 Far Red 482 488, 532 695
PE-Cy7 infraRed! 496, 546 488, 532 785

APC-Cy7 InfraRed! 650 595, 633, 635, 647 785

Figura 11: Especificagdo de Fluorocromos
A tabela mostra o tipo, faixa da emissdo da cor, comprimentos de onda de excitacdo maxima, de
excitacdo ao LASER e de emissdo maxima, em nandmetros. Fonte: www.bdbioscence.com

1.4.1 Especificidade Imunofenotipica

A caracterizacdo de uma célula ou de uma linhagem celular na amostra
estudada depende da composicdo do painel de anticorpos escolhidos. Nesse
trabalho o painel foi definido visando a identificacdo de precursores e células

diferenciadas da fracdo mononuclear de medula éssea dos pacientes cardiopatas.

Cada anticorpo possui uma especificidade, entretanto, como as proteinas sao
comuns a multiplas linhagens celulares, se faz necessario combinar os diferentes
anticorpos contra determinados CDs, para poder caracterizar um tipo celular
especifico na amostra estudada. O CD4 é uma glicoproteina 55 kD que esta
presente na superficie de linfécitos T auxiliares e também na superficie de
mondcitos. Esta ambiguidade gera, tecnicamente, uma identificagdo errdbnea quando

analisada isoladamente. Seguindo esse raciocinio, se associarmos no mesmo painel


http://www.bdbioscence.com/
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0 CD4 com o CD3, aumentamos a especificidade da identificacéo, pois o CD3 é uma

proteina de 20-28 kD constitutiva de linfocitos T e ausente nos mondcitos.

A escolha adequada dos anticorpos que irdo se ligar aos CDs determina a
qualidade de um bom painel imunofenotipico. Abaixo a Tabela 1 lista os CDs

utilizados nesse estudo e suas especificagdes:

Tabela 1: Grupos de diferenciagéo (CD) e suas especificacdes
Adaptado de ABBAS, A.K; LICHTMAN, A.H. Imunologia Celular e Molecular; tradugéo
de Claudia Reali. Rio de Janeiro: Elsevier, 2005, 52 edicao, pp. 523-38.

CD

Sinbnimos
comuns

Estrutura molecular,
Familia

Reatividade

Fun¢8es conhecidas
ou propostas

CD3

T3; Leu-4

20-28 kD; associagdo
das cadeias v, 8, € ho
complexo TCR;
Superfamilia Ig; ITAM
na cauda
citoplasmaética

Linfécitos T, timdcitos

Expresséo na
superficie celular e
transducéo de sinal
pelo receptor antigénico
dos linfécitos T

CD4

T4; Leu-3; L3T4

55 kD; superfamilia Ig

Linfécitos T restritos ao
MHC da classe Il,
subconjuntos de
timécitos, monécitos e
macrofagos

Sinalizacéo e
coreceptor da adesao
na ativacao de linfocitos
T induzida por antigeno
restrita ao MHC da
classe ll;
desenvolvimento dos
timécitos; receptor
primario para retrovirus
HIV

CD8

T8; Leu-2; Lyt2

34 kD; expressa como
homodimero (CD8«)
ou heterodimero com
CD8p; superfamilia Ig

Linfécitos T restritos ao
MHC da classe |,
subconjuntos de timécitos

Sinalizacéo e
coreceptor de adesao
na ativacao de linfocitos
T induzida por antigeno
restrito ao MHC da
classe | (liga-se a
moléculas da classe |
do MHC);
desenvolvimento de
timdcitos

CD14

Mo2; receptor LPS

53 kD; ligada a PI

Mondcitos, macréfagos,
granulécitos, forma
solavel no soro

Liga-se ao complexo de
LPS e proteina de
ligacdo a LPS;
necessaria para
ativacdo macrofagos
induzida por LPS

CD19

B4

95 kD; superfamilia Ig

Maioria dos linfcitos B

Ativacgéo de linfocitos B;
forma um complexo
coreceptor com CD21 e
CD81, transmitindo
sinais gue sinergizam
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com os sinais do
complexo do receptor
antigénico dos linfocitos
B

CD33 Sialoadesina; 67 kD; superfamilia Mondcitos, células Liga-se ao acido sialico;
molécula de Ig; familia das progenitoras mieldides regulacéo da
citoadeséo lecitinas semelhantes sinalizacdo nas células
dependente do a Ig de ligagdo com o mielodides
acido sialico acido sialico; ITIMs na

cauda citoplasmatica
CD34 gp 105-120 116 kD; sialomucina Precursores das células Adeséo e células com
hematopoiéticas, células célula; liga-se a CD62L
endotelias em vénulas (L-selectina)
endoteliais altas
CD Sinbnimos Estrutura molecular, Reatividade Funcdes conhecidas
comuns Familia ou propostas
CD56 Leu-19; NKH1 175-220 kD; isoforma | Células NK, subconjunto Adesao homotipica
de molécula de de linfécitos T e B,
adesdo celular neural | cérebro
(N-CAM); superfamilia
g

CDh64 FcyRI 75 kD; superfamilia Mondcitos, macrofagos, Receptor Fcy com alta
Ig; associada néo, neutréfilos ativados afinidade; papel na
covalentemente, a fagocitose, ADCC e
cadeia FcyRl comum ativacao dos

macréfagos

CD73 Ecto-5'- 69-70 kD; ligada a PI Subconjuntos de linfécitos | Ecto-5'-nucleotidase;

nucleotidase Te B, células dendriticas | sinalizagdo nos
foliculares do centro linfocitos T
germinativo,
mesenquimal, precursor
endotelial
CD90 Thy-1 25-35- Kd; ligada a PI; | Timdcitos, linfécitos T Marcador para linfocito
superfamilia Ig periféricos, T; papel na ativacao de
(camundongos), linfocitos T (?)
neurdnios, mesenquimal,
precursor endotelial
CD105 Endoglina Homodimero de Células endoteliais, Liga-se a TGF-B;
subunidades com 90 macréfagos ativados, modula respostas
kD mesenquimais e celulares a TGF-B
endoteliais
CD45 Antigeno comum Multiplas isoformas, Células hematopoiéticas Tirosina fosfatase

dos leucdcitos
(LCA); T200; B220

180-220 kD; familia
dos receptores da
proteina tirosina
fosfatase; familia da
fibronectina tipo IlI

desempenha papel
critico na sinalizacao
mediada pelo receptor
antigénico de linfocitos
TeB
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2 Objetivo Geral

Avaliar fenotipicamente a fracdo mononuclear da medula 6ssea de pacientes

com doenca de Chagas e doenca isquémica crbénica submetidos a terapia celular,

comparando-as com a de doadores normais.

3 Objetivos Especificos

Isolar a fracdo de células mononucleares provenientes do aspirado
medular de pacientes com cardiomiopatia chagasica, doenca isquemica

cronica e doadores normais;

Caracterizar por citometria de fluxo o fendtipo da populacdo de células
mononucleares de pacientes portadores da doenca de Chagas cronica,
pacientes portadores de cardiopatia isquémica crénica e doadores

normais;

Comparar o percentual fenotipico das populagbes celulares da fracdo
mononuclear da medula 6ssea entre o grupo de pacientes portadores da
doenca de Chagas cronica e os grupos de pacientes isquémicos crénicos

e doadores normais.



46

4 Materiais e Métodos

4.1 Desenho do Estudo

Este estudo € um subestudo do EMRTCC, o qual propds um tratamento, com
CMMO de pacientes cardiopatas, dentre eles pacientes com doenca de Chagas e

doenca isquémica cronica.

O EMRTCC visava estudar 1200 pacientes divididos em quatro diferentes
cardiopatias, sendo recrutados 300 pacientes para cada uma delas, conforme
publicado em 2007 por Tura e colaboradores (Tura et al, 2007). Para a selecdo dos
pacientes, os mesmos, deveriam apresentar o0s critérios de inclusdao e exclusao
conforme as figuras 12 e 13, para doenca isquémica crbnica e doenca de Chagas,

respectivamente

Desses pacientes selecionados, 20 pacientes com doenca de Chagas e 14
com cardiopatia isquémica crbnica, acompanhados pelos médicos Dr. Ademir Batista
da Cunha e Dr. Jose Oscar Reis Brito, responsaveis pelos respectivos estudos no

INC, tiveram a fracdo mononuclear da medula éssea estudada no presente projeto.

Além desses pacientes, foram analisados os dados de 5 doadores de medula
0sses normais. As amostras de medula 6ssea dos doadores saudaveis foram
gentilmente cedidas pela professora Dra. Alexandra Cristina Senegaglia, advindas

do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana em Curitiba (HC-UFPR).



II1. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
3.1 Critérios de inclusao
Os pacientes serdo elegiveis se apresentarem todas as caracteristicas abaixo:

a. Em acompanhamento ativo e regular em servico de cardiologia com
diagndstico de doenga arterial corondria aterosclerdtica grave e difusa com
indicagdo de cirurgia de revascularizagdo miocardica

b. Idade entre 30 e 75 anos.

Ecocardiograma mostrando fragdo de ejegdo entre 25 e 55% (inclusive) pelo
método de Simpson.

d. Paciente sintomatico classe funcional II a IV (CCS) com tratamento
medicamentoso otimizado.

e. Angina documentada por quadro clinico caracteristico, por estudo
cineangiocoronariografico e pelos seguintes exames complementares:

i. Cintilografia de perfusdo miocardica com estresse farmacolégico
ii. Ressonancia nuclear magnética com estresse farmacolégico

f. Impossibilidade de resolugdo de todas as lesGes obstrutivas por angioplastia
devido a qualquer um dos 3 fatores seguintes:

i. Tipo Anatémico
ii. Extensdo da Lesdo
iii. Comprometimento do leito distal

9. Impossibilidade de resolugdo de todas as lesdes obstrutivas por abordagem
cirurgica OU ainda que possivel, antecipa-se um resultado cirurgico
insatisfatério, devido a qualquer um dos 3 fatores seguintes:

i. Tipo Anatémico
ii. Extensdo da Lesdo
iii. Comprometimento do leito distal

Figura 12: Critérios de incluséo e exclusdo — ISQ/EMRTCC
Critérios de inclusdo e exclusdo na selecdo de pacientes com cardiopatia isquémica cronica para o
EMRTCC. (Extraido do protocolo de doenca isquémica crénica do EMRTCC)

a7
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V CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

5.1 Critérios de inclusdo

Os pacientes serao elegiveis se apresentarem todas as caracteristicas abaixo:

a. Diagnéstico sindromico de insuficiéncia cardiaca pelos critérios de
Framingham.

b. Em acompanhamento ativo e regular em servigo de cardiologia com
diagnostico sorologico de doenga de Chagas.

c. Idade entre 30 e 75 anos.

d. Classe funcional III ou IV da NYHA.

e. Tratamento medicamentoso adequado ao final do periodo de
otimizacao.

f. Ecocardiograma mostrando fracao de ejecao menor do que 40%
pela regra de Simpson.

5.2 Critérios de exclusao

Os pacientes serao inelegiveis se apresentarem qualquer uma das caracteristicas
abaixo:

a. Doencas valvares, exceto a insuficiéncia funcional mitral ou
triclspide.

b. Coronariografia mostrando lesao significativa (obstrucdo de pelo
menos 50% da luz de uma ou mais coronarias).

d. Presenca de episodios de taquicardia ventricular sustentada.

e. Uso abusivo de alcool ou drogas ilicitas em curso (Baseado no DSM
V).

f. Qualquer co-morbidade com impacto na sobrevida em 2 anos.

Obs.: A anuéncia de cada um dos pacientes elegiveis, por meio da assinatura de
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sera a ultima etapa a ser
vencida para a selecdo do grupo de pacientes que fara parte do estudo. Este
termo sera elaborado em linguagem acessivel e informara ao paciente todos os
aspectos importantes inerentes a pesquisa que devem ser por ele conhecidos,
conforme prevé em detalhes a Resolugao CNS n° 196/96.

Figura 13: Critérios de incluséo e exclusdo — CHG/EMRTCC
Critérios de incluséo e exclusdo na sele¢do de pacientes com cardiopatia
chagasica para o EMRTCC (Extraido do protocolo de cardiopatia chagasica do EMRTCC)

Todos os protocolos do EMRTCC foram aprovados pela Comisséo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP). O EMRTCC estéa registrado sob nimero 4108
junto a CONEP e esse subprojeto foi submetido a comissao de ética em pesquisa
(CEP) do INC e aprovado sob numero 0335/27-05-2011. Aos pacientes foi
aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pertinente a

cada cardiopatia, o0s mesmos se encontram no ANEXO | e Il para consulta.
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4.2 Isolamento de Células Mononucleares da Medula Ossea

(CMMO):

As CMMO foram obtidas por puncdo de medula 6ssea da crista iliaca dos
pacientes portadores da doenca de Chagas cronica e pacientes com doenca

isquémica cronica, realizada por hematologista em centro cirdrgico.

O aspirado medular, recolhido em vinte seringas de 20 mL, foi transportado
de forma estéril, envolto em campo cirdrgico, até a area limpa, certificada e
classificada como ISO classe 7 pela norma 1SO14644-1, onde foi processado, dentro
de uma cabine de seguranca biol6gica com fluxo laminar, assegurando, assim, a

esterilidade do material.

O campo cirargico estéril interno, que envolve a cuba rim com as seringas
contendo a medula éssea aspirada, foi entdo aberto dentro da cabine de seguranca

biolégica para posterior filtracdo da mesma.

O processo de filtragem da medula éssea foi feito com o auxilio do kit de
filtragcdo para medula 6ssea da Universidade de Washington. O mesmo é composto
por dois beckers, mesa de sustentacdo, suporte de filtragdo, duas membranas
filtrantes - uma grossa de 250 um e outra mais fina de 150 pm - e um émbolo. Todo
aparato para filtracdo da medula 6ssea é montado, previamente, dentro da cabine

de seguranca bioldgica.

A um Becker, devidamente apoiado na mesa de sustentagéo, adiciona-se 2
mL de heparina sbédica (Roche). O aspirado de medula 6ssea é transferido das

seringas para esse Becker, apos conferéncia do volume total de medula éssea
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obtido, entre 50-100mL. Esse valor é importante na obtencdo das relagbes de

concentragéo pertinentes ao processamento como um todo.

A medula Ossea heparinizada é entdo diluida em solucédo fisiologica de
Cloreto de Sodio 0,9% estéril (Halexlstar) na proporcao 1:1 e depois pré-filtrada em
membrana de filtracdo de malha grossa (250 um), afim de eliminar espiculas de
0SS0 e possiveis coagulos. O embolo sé é usado no caso do conteddo ndo passar
pelo filtro com a forca da gravidade. O pré-filtrado passa, entdo, por nova filtracéo,

dessa vez, utilizando uma membrana de malha mais delgada (150 um).

O volume final de medula filtrada é colocado em tubos cbnicos de
centrifugacdo de 50 mL de volume, lentamente, com o auxilio de pipetas sorologicas,
sobre 20mL de Ficoll-Pague Premium (Amershan Bioscience, produto licenciado
para uso humano / GMP), reagente que promove a separacdo das células por
gradiente de densidade apds centrifugacdo. A proporcdo entre a medula e Ficoll
deve ser de 3:2. Esse mistura heterogénea, que deve apresentar duas fases

distintas, é, entdo, centrifugada a 550xg por 25 minutos a 25°C, com tempo de

aceleracdo maximo e, preferencialmente, livres de frenagem.

Acabado esse tempo de centrifugacdo, forma-se uma mistura dividida em 4
fases. A camada gordurosa no sobrenadante € coletada e desprezada. Coleta-se,
entdo, cuidadosamente, o anel de CMMO formado acima da camada de Ficoll,
recolhendo-o em dois tubos conicos de centrifugacdo de 50 mL de volume. Nas
duas ultimas camadas, estdo o Ficoll e, mais abaixo, os granulécitos e eritrocitos.
Completa-se o volume dos tubos contendo os anéis de CMMO para 45 mL com
solucéo fisiologica de Cloreto de Sodio 0,9% estéril (HalexIstar), centrifugando-os a

200xg por 10 minutos a 15°C.
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Apés, transfere-se os precipitados de células para um Unico tubo conico de
centrifugacdo de 50 mL de volume e ressuspendem-se as ceélulas em solugdo
fisiologica de Cloreto de Sddio 0,9% estéril (HalexIstar), acrescida de 5% de soro
autologo do paciente, obtido por puncéo venosa de sangue periférico, antes do inicio
do procedimento de pun¢édo da medula 6ssea. Apoés, leve homogeneizacdo manual,

esse material passa por uma nova centrifugacao, igual a anterior.

O precipitado formado é ressuspendido em 2 mL de solucdo de cloreto de
sédio 0,9% contendo 5% de soro autélogo. Desse volume, retira-se uma aliquota
para contagem do numero das células nucleadas, em Camara de Neubauer,
utilizando liquido de Turk (solu¢cdo aquosa de Violeta Genciana e acido acético 2%)
e, pelo método de exclusdo, com o reagente Azul de Tripan 0,4% em solucédo de
cloreto de sédio a 0,81% e 0,06% de fosfato de potassio dibasico (Trypan Blue,

SIGMA) estima-se a viabilidade celular.

Com esses dados determinados, separam-se aliquotas da amostra para os
devidos fins, segundo as concentragdes abaixo:

- Imunofenotipagem: 10 x 10° células;

- Ensaio de formac&o de coldnias: 8 x 10° células;

As amostras utilizadas na imunofenotipagem por citometria de fluxo tiveram
seu procedimento realizado a fresco. As células, com as quais se realizou 0s
ensaios de formacdo de colbnia, foram congeladas, da mesma forma que as
células de pacientes que receberam placebo no EMRTCC. Os protocolos de
congelamento e descongelamento serdo descritos no texto que explica os

ensaios em que essas celulas foram utilizadas.
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Na figura 14 temos representadas as etapas do procedimento de isolamento

da fracdo de células mononucleares.

Figura 14: Etapas do aspirado e isolamento de CMMO.

E realizada puncéo de medula 6ssea da crista iliaca dos pacientes. Em seguida este aspirado passa por
um processo de diluicdo e é submetido a filtragcdes. O enriquecimento da fracdo de CMMO é realizado
pela sua separagdo por gradiente de centrifugagdo com ficoll. As células sdo recolhidas, lavadas e
centrifugadas até a obtencdo das CMMO que sdo aspiradas em seringas e entregues aos responsaveis
por sua liberagdo no coracéo do paciente.
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4.3 Quantificacéo, Viabilidade e Criopreservacgéo Celular

Esses procedimentos serdo descritos nos protocolos, passo-a-passo, nos

itens abaixo.

4.3.1 Contagem das Células Nucleadas Totais:

1. Diluir a suspenséo de células com o Liquido de Turk. A diluig&o inicial deve ser
de 1:100 (10 pL de células diluidas 10X em salina contendo soro aut6logo
para 90 uL de Liquido de Turk);

2. Homogeneizar com auxilio de pipetador e ponteira de 200 uL e aplicar uma
aliquota (10 pL) na Camara de Neubauer;

3. Observar ao microscépio. Todas as células nucleadas coram em azul. As
hemécias sdo mortas e degradadas, por acdo do &cido acético contido no
Liguido de Turk e ndo séo vistas;

4. Contar as células encontradas nos 4 quadrantes e fazer os calculos, conforme

apresentado no item 4.3.5

A diluicdo ideal para a contagem de células na Camara de Neubauer € aquela
gue permite a contagem de 20 a 200 células por cada um dos 4 quadrantes da
Céamara de Neubauer. Assim, se a contagem inicial de células nao estiver dentro
desta faixa, fazer nova diluicdo, aumentando-a ou diminuindo-a, até que seja
alcancada a diluicdo ideal. Sugere-se que se retire uma aliquota de 10 ul de
CMMO (pellet de 1mL) e dilua em 90 uL de salina com soro autélogo para
obtencdo de amostra ja diluida 10X para contagem em liquido de Turk e em azul

de Tripan.
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4.3.2 Analise de viabilidade celular:

1. Diluir a suspensdo de células em salina (soro fisiol6gico) suplementada

com 5 a 10% de soro fetal bovino, plasma humano ou albumina humana;

2. ApoOs estar na presenca de soro fetal bovino, plasma humano ou albumina
humana, diluir a suspensdo de células com a Solu¢do de Azul de Trypan
0,4%, obtendo a diluicdo de 1:2 (1 parte da suspenséo celular para 1 parte da

Solucéo de Azul de Trypan 0,4%);

3. Uma aliquota desta deve ser aplicada a camara de Neubauer e observada

ao microscopio;

4. As células vivas permanecem refringentes e incolores e as mortas sao
coradas em azul. Contar as células coradas em azul, presentes nos 04

guadrantes da Camara de Neubauer.

5. Proceder aos calculos para determinacédo da viabilidade celular conforme

descrito no item 4.3.5

Com o0 uso da camara de Neubauer, para que se alcance a precisdo da
contagem de células, a diluicdo total deve permitir a contagem de 20 a 200 células
totais (vivas + mortas) por quadrante da camara de Neubauer. No entanto, deve-se
considerar que a 2° diluicdo, com a Solucdo de Azul de Trypan, é sempre de 1:2. A

1% diluicdo (em salina) é a que pode ser ajustada.

A mistura da suspensao celular com a Solucdo de Azul de Trypan deve ser

feita imediatamente antes da contagem.
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4.3.3 Criopreservacao das Células:

Conforme mencionado anteriormente, 8 x 10° células da fragdo mononuclear
de cada paciente foram criopreservadas para esse ensaio, em aliquotas de 2 mL
em criotubos. O congelamento das células foi realizado no Instituto Nacional de
Cancer (INCA) no Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario (BSCUP)
em equipamento de congelamento programavel com temperatura controlada da
marca Custom Biogenic Systems (Michigan, EUA) em periodo inferior a 4 horas
apos procedimento.

O congelamento por esse método segue o protocolo abaixo:

Aliquotamos, em criotubo de 2 mL, com tampa rosca, o concentrado de
células entre 0.5 e 5 x 10° células/mL em solucdo de NaCl 0.9% + soro autélogo
5%. Adicionamos a solucdo de criopreservacdo as células. Essa solucédo de
congelameto é composta por dimetilsulféxido 20% (DMSO- Sigma), e solucdo
dextran 10% (Sigma). Utilizamos 200uL de DMSO em 800uL de solugéo de
dextran a 10%. Para o congelamento, utilizamos iguais volumes do concentrado
de células e da solucéo de criopreservacao (1:1 - vol:vol) totalizando um volume
menor do que 2 mL. Assim, obtivemos uma concentragdo final de células entre
0,25 e 2,5 x 10® células/mL em DMSO 10% e dextran 4%. Os criotubos prontos
foram dispostos no freezer de congelamento programavel, que utiliza os passos

descritos na tabela 2, mantendo o processo controlado.



Tabela 2: Criopreservacdo automatica
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Esquema para procedimento de congelamento em equipamento de criopreservacéo programavel

Passo Temperatura Final (°C) | Velocidade de Resfriamento (°C /min)
1 4 2 (equilibrar a camara)
2 4 Manter a temperatura até colocar a amostra
3 -4 1
4 -40 25
5 -12 10
6 -40 1
7 -90 10
8 -90 Manter a temperatura até retirar a amostra

As células congeladas foram retiradas do equipamento e mantidas

congeladas em nitrogénio liquido (N.), até a utilizacdo das mesmas para 0s

ensaios.

Conforme a necessidade de realizacdo dos ensaios, as células foram

rapidamente descongeladas utilizando banho Maria a 37°C e lavadas trés vezes

com RPMI1640 (GIBCO) contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO). Depois de

lavadas, as células foram ressuspensas em PBS em uma concentracdo final de

1,0 x 10° células/ mL (Islam et al, 1995).

A viabilidade celular foi avaliada pela coloracdo azul Trypan (GIBCO),

conforme protocolo descrito anteriormente. O material foi processado quando se

observava células viaveis acima de 70%.
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4.3.4 Uso da Camara de Neubauer para Contagem e Viabilidade

Celular

A camara de Neubauer possui 0 desenho de uma grade, a qual é visualizada
apenas ao microscopio. Esquematicamente, esta grade é composta por 4
guadrantes localizados um em cada extremidade. No esquema representado na

figura 15, os quadrantes estdo nos circulos grandes. Cada quadrante possui

dezeseis quadrados menores.

Q-1 0-2
ﬂu i -
;5 | {_'{E‘Eﬁg; !
N 17
Q-3 Q-4

Figura 15: Camara de Neubauer
Desenho esquematico da camara de Neubauer e seus quatro quadrantes

Cada quadrante possui area de 0,1 mm?. Ao adaptar uma laminula de vidro &
camara de Neubauer, obtém-se altura de 0,1 mm. A capacidade de volume é,
portanto, de 0,1 mm x 0,1 mm? = 0,1 mm? (0,1 mm?® = 0,0001 cm® = 0,0001 mL ou

10 mL).

Esta medida padronizada possibilita a quantificacdo da suspensao celular.

Para isto deve-se contar as células presentes nos 4 quadrantes (circulos grandes),
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no sentido sugerido pela seta para cada quadrante. Em seguida, o numero total de

células obtido nos quatro quadrantes € dividido por quatro (média) e multiplicado

pelo valor da diluicdo realizada. Ao final, o valor encontrado € multiplicado por 1 x

10%/mL (ordem de grandeza da camara).

M*dn #1x10*/mL= n° de células/mL
multiplicagéo das diluigdes feitas)

4.3.5 Calculos de Numero de Células Mortas:

(1) numero de células mortas (azuis) por mL.:

1 304
M*dﬂ*lxlO“/mL:

4 n° de células (azuis)/mL .

(ou a multiplicacéao das diluicbes feitas)

(2) % de viabilidade:

viabilidade(o) = \1V35*100

dil € a diluicdo (ou a

. dil é a diluicdo realizada

totais .. vivas sdo células vivas; e, totais sao células vivas

+ mortas (azuis)
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4.3.6 Protocolo de Preparo de Reagentes

4.3.6.1 Liquido do Turk:

1. Misturar os reagentes:
- 97 mL de agua injetavel

- 1 mL de Solucdo Aquosa de Violeta de Genciana a 1% (em po -

SIGMA, catalogo SIGMA - G 2039)
- 2 mL de acido acético
2. Homogeneizar,

3. Armazenar a temperatura ambiente.

4.3.6.2 Solucao de Azul deTripan

1. Misturar os reagentes:
- 0,4 g do p6 de azul de Tripan (SIGMA, catalogo SIGMA - T 6146)
- 100 mL de solucdo NaCl 0,9% (HalexIstar)

2. Homogeneizar em agitador magnético por aproximadamente 20 min;

3. Filtrar com papel de filtro em sistema estéril, com membrana 0,22 pm

(Sistema Swinex 35 mm, Millipore Inc.) e manter a solugéo estéril;

4. Armazenar a temperatura ambiente.
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4.4 Infusdo Células Mononucleares da Medula Ossea (CMMO):

Apds o processamento de obtencdo das CMMO, as mesmas sao enviadas
imediatamente para os setores de Hemodinamica ou Centro Cirdrgico, onde era
realizada a infusdo ou injecdo de CMMO nos pacientes com cardiomiopatias

chagasica e isquemica, respectivamente, segundo protocolos abaixo:

4.4.1 Protocolo de Infusdao das CMMO para cardiomiopatia

chagasica:
As CMMO foram liberadas via cateterismo no setor de hemodinamica do INC.
4.4.1.1 Preparo do Paciente para o Cateterismo:

1- Puncdao arterial de artéria femoral ou artéria radial e introducéo de bainha 6F

2- Administrar 10.000 Ul de heparina pela bainha

3- Uso de contraste de baixa osmolaridade quando necessario.

4- Administrar Monocordil intracoronario - solucdo de 1 ampola de monocodil
contendo 1 mL=10mg diluido em 9mL de solu¢cdo NaCl 0,9% (Halexlstar) —
administrar 5 mL bolus no inicio do procedimento e doses subsequentes
conforme julgamento clinico.

5- Angiografia pré-infusdo de células: Em filmagem de 30 quadros/seg. Realizar
ao menos uma projecao que permita avaliar o TIMI frame count tomando-se
assim cuidado de visualizar marcas distais do vaso sem movimentar a mesa

de exame.
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4.4.1.2 Liberacéo por Cateterismo das CMMO

Injetou-se, no minimo, um total de 100 x 10° células mononucleares de
medula 6ssea (CMMO) diluidas em 20 mL de soro autdlogo a 5%. Através de
cateter infusional posicionado seletivamente com auxilio de guia de 0,014 e
velocidade de infusdo 2 mL/min. A seletividade se faz a partir da dominancia descrita

abaixo e da ditribuicdo volumétrica para cada uma.
Dominéncia Direita
Sistema da ACD - 5mL
Sistema da ACX - 5mL
Sistema da ADA - 10 mL
Dominéancia Esquerda
Sistema da ACD - 2 mL
Sistema da ACX - 8 mL
Sistema da ADA - 10 mL

Observacao 1. Quando havia Artéria Diagonalis as células eram implantadas

nesta artéria também.

Observacao 2: Quando havia uma das artérias hipotréfica, compensava-se

os volumes da infusdo celular na artéria maior.



62

Na figura 16 temos representadas esquematicamente as principais artérias

coronarias.

Figura 16: Visdo anterior das artérias coronarias.

Os ramos principais sé@o a coronaria direita (CD) e os ramos descendente anterior (DA) e circunflexo (CX) da
coronaria esquerda. Ao - artéria aorta; CD - coronéria direita; IV - ramo interventricular; DP - ramo
descendente posterior; CE - coronéria esquerda; CX - ramo circunflexo; Mg - ramo marginal; DA - ramo
descendente anterior; Dg - ramo diagonal. Fonte: www.iatreion.warj.med.br

4.4.2 Protocolo de Infusdo das CMMO para Cardiomiopatia

Isquémica:

Do material celular contendo cerca de 100 x 10° células diluidas em 5mL de
solucéo fisiologica, 4 mL foram injetados em areas pré-determinadas como de pior
perspectiva para realizagdo de enxerto venoso/arterial, durante a cirurgia de
revascularizacdo miocardica, realizando tantos enxertos (venosos/arteriais) fossem
possiveis.

O cirurgido localiza, previamente, as areas onde serdo implantadas as ceélulas,

por método nado invasivo, determinando se sdo isquémicas e viaveis, mas sem


http://iatreion.warj.med.br/coracao-i2.asp
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possibilidade de tratamento ou de mau prognostico cirdrgico. Nestas areas, através
de seringas de 1mL, foram injetadas o volume total de 4mL de infus&o celular em
pelo menos 20 pontos diferentes na area escolhida. A partir dai, o restante da

cirurgia transcorre normalmente.

4.5 Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo consiste de uma tecnologia a laser que possibilita a analise
simultdnea de inUmeras caracteristicas de uma célula ou particula, que esteja em
meio fluidico e em fluxo continuo. Essa analise consiste na utilizacdo de um
equipamento denominado Citometro de Fluxo que apresenta trés subsistemas: o
fluidico, optico e eletrénico.

Para que o citometro de fluxo faca essa analise é necessario o preparo das
células a serem analisadas por metodologias de biologia celular, basicamente,
através da reacdo antigénica entre antigeno e anticorpo.

Por altimo, a leitura dessas reacfes antigénicas no citometro de fluxo, é
analisada usando a logica multiparamétrica, a fim de se obter o maior numero de

informacdes possiveis a respeito das células em estudo.

45.1 Citometro de Fluxo

No nosso estudo, o citbmeto de fluxo utilizado foi FACS Canto (BD - Becton,
Dickinson and Company). Esse equipamento € composto de quatro componentes

principais (Figura 17):
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1. Cémara de fluxo
2. Sistema de éptico
3. Conversor e amplificador de sinais (fotomultiplicadores — PMTSs)

4. Computador e softwares de analise

A camara de fluxo introduz e alinha as células em um fluxo continuo de modo
que elas passem, uma a uma, frente ao feixe de luz, formando uma convergéncia

hidrodindmica controlada pela pressao fluidica.

O sistema Optico € composto por um ou mais LASER, e por lentes e filtros
gue moldam e alinham o feixe de luz emitida por esses LASERs. As lentes e filtros
captam e conduzem a dispersao de luz fluorescente emitida pelas células marcadas
para fotomultiplicadores (PMTSs), gerando sinais elétricos. Esses sdo amplificados,
de forma linear ou logaritmica, e convertidos para a forma digital, sendo enviados

para um computador para analise dos sinais.

O processo de coleta de dados a partir de amostras utilizando o citdmetro de
fluxo € chamado de "Aquisicdo". Aquisicdo é mediada por um computador conectado
fisicamente ao citdbmetro de fluxo e o software que manipula a interface digital com o

citbmetro.

O software é capaz de ajustar os parametros (sensibilidade, compensacéo,
etc) para a amostra que estd sendo testado, e também auxilia na exibicdo de
informagdes de amostra inicial, enquanto a aquisicdo de dados de amostra para

assegurar que os parametros estao definidos corretamente.
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Citébmetro de Fluxo 4 -

Figura 17: Citometro de Fluxo

Desenho esquemético de um citometro de fluxo: (1) Camera de fluxo, por onde as células passam
enfileiradas frente a um LASER. (2) Sistemas 6ticos que captam a luz produzida pela passagem da
célula. (3) Conversores e amplificadores de sinais ou fotomultiplicadores (PMTs). (4) Computadore e
software que captam os sinais eletrénicos decodificando-os para serem analisados por software
especificos.

4.5.2 Marcacao Imunofenotipica

A caracterizacao das células de CMMO, por citometria de fluxo, ocorre atraves da
ligagcdo entre anticorpo monoclonal e uma proteina especifica da membrana celular.
Este anticorpo € previamente conjugado com um fluorocromo gerando uma ligacdo
estavel em sua fracdo Fc. Essa conjugacdo tem por objetivo revelar através da
emissao de fétons do fluorocromo excitados pelo LASER, do citometro de fluxo, a
presenca da reacdo antigeno-anticorpo, caracterizando a presenca do fenotipo na
célula alvo (figura 18). O processo técnico que permite a ocorréncia dessa reacao

imunologica € conhecido como marcacgéo imunofenotipica e esta descrita abaixo.
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Figura 18: Marcacgéo Imunofenotipica

Desenho esquemaético da incidéncia do feixe de luz do LASER
sobre a célula marcada em sua superficie, com anticorpos
ligados a fluorocromos, os quais quando excitados emitem a
fluorescéncia que sera captada por filtros e fotomultiplicadores
do citometro de fluxo.

4.5.3 Painel Imunofenotipico

A marcacao celular realizada nesse trabalho foi feita em cinco tubos de citometria
para cada amostra de CMMO, seguindo as combina¢des de anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromos especificos, conforme tabela 3, onde estéo relacionados

marcas e niumeros de catalogo dos mesmos.
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Tabela 3: Painel Imunofenotipico do estudo
Painel de anticorpos monoclonais conjugados aos diferentes fluorocromos utilizados para o estudo da fracdo
CMMO extraido do painel do EMRTCC.

TUBO |APC FITC PE PECYS PECY7
1 CD45 CD8 CD3 CD4 CD34
BD 340942 BD 347313 BD 347347 BD 347324 BD 348801
2 CD45 CD19 CD56 - CD34
BD 340942 BD 347453 BD 347747 BD 348801
3 CD45 CD105 CD73 CD90 CD34
BD 340942 IMMUNCSTEP | BD BD BD 348801
2209060105 PHARMIGEN | PHARMIGEN
550257 555597
4 CD45 CD64 CD34 -14 - CD33
BD 340942 BD BD 348057 BD 333949
PHARMIGEN BD 347497
555527
5 Branco

Fluorocromos: APC (do inglés allophycocyanin), FITC (do inglés Fluorescein isothiocyanate), PE (do inglés Phycoerythrin),
PE-CYS5 (do inglés Phycoerythrin cyano5) e PE-CY7 (do inglés Phycoerythrin cyano7)

O painel imunofenotipico € composto com a melhor combinagdo entre os

fluorocromos disponiveis, de forma que 0s mesmos tenham o minimo de

sobreposicao de cores aumentando a especificidade de analise.

Nosso painel foi desenhado com o objetivo de identificar linhagens celulares

conforme descritos abaixo:

CD45-APC, CD8-FITC, CD3-PE, CD4-PECY5 e CD34 PECY7

A especificidade desse tubo foi projetada para identificar a populagéo e
subpopulacdes de linfocito T. O CD45 identifica a linhagem
hematopoiética como um todo. O CD3 identifica a populacdo de
linfécitos T total (CD3+) e o fendtipo, CD45+CD3+CD4+CD8-, a
subpopulagcdo T auxiliar, bem como o CD45+CD3+CD8+CD4-,
identifica a subpopulacdo T citotoxica. A tripla reatividade de CD45

fraco, CD3+CD34+ identifica precursores de linfocitos T.
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CD45-APC, CD19-FITC, CD56-PE e CD34 PECY7Y

A especificidade desse tubo foi projetada para identificar a populacéo
de linfécitos B e Natural Killers (NK). O CD45 identifica a linhagem
hematopoiética. A combinacéo de CD45+CD19+CD56-CD34- identifica
linfécitos B maduros e a combinacdo CD45+CD19+CD56-CD34+
linfocitos B imaturos. As células NK maduras séo identificadas com a

combinacao de CD45+CD56+CD19-CD34-.

CD45-APC, CD105-FITC, CD73-PE, CD90-PECYS5 e CD34 PECY7

Este tubo foi projetado para identificar precursores, dentre eles 0s
hematopoiéticos, segundo o protocolo ISHAGE com fendtipo
CD45+fracoCD34+forte  (Barnett D, 1999). Os precursores
mesenquimais, com feno6tipo CD105+CD73+CD90+CD34-CD45- e 0s

endoteliais com CD105+CD73+CD90+CD34+CD45-.

CD45-APC, CD64-FITC, CD34-PE, CD14-PE e CD33 PECY7. A
especificidade desse tubo foi projetada para identificar a populacéo de
neutréfilos com fendétipo CD45+SSC1CD64-/+CD33+CD34-CD14-, de
mondcitos  maduros CD45+CD14+CD64+CD33+CD34- e de
precursores monociticos com o fenotipo CD45+CD33+CD64+CD14-
CD34+, levando em conta 0 movimento ontogénico, que se da com a
positividade do CD64 no precursor CD34+ e termina com o ganho de

CD14, negativando o CD34 no mesmo.
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e CMMO sem marcacao (tubo branco)
Esse tubo foi projetado para subtrair a autofluorescéncia e ligacdes

inespecificas.

Em cada tubo (tubo cristal 10 x 75 mm - Eurotubo), transferiu-se o
equivalente a 500.000 células de CMMO e, a essa fracdo, adicionou-se 0s AcMo,
nas quantidades recomendadas pelo fabricante ou apos titulagdo de cada
anticorpo (2-3pL), incubando-as durante 20 minutos a temperatura ambiente e
protegidas da luz. Ao término do periodo de incubacao, procedeu-se a lavagem
das células para retirar do excesso de anticorpos, ou seja, o que nao se ligou as
células. Assim, adicionou-se, a cada tubo, 2 mL de PBS (Hemagen Diasgnostics)
que posteriormente foram centrifugados a 400xg por 3 minutos. O sobrenadante
foi descartado e ao precipitado ressuspenso acrescentou-se 500 pL de PBS, em

cada tubo, para proceder a leitura da reacéo no citometro de fluxo.

4.5.4 Analise Multiparamétrica

A analise fenotipica das diferentes populacdes celulares presentes nas
amostras de CMMO obtidas nesse estudo foi realizada pela analise multiparamétrica
por citometria de fluxo com auxilio do software Infinicyt (Citognos), seguindo os

seguintes passos para realizar a analise:

e Identificacdo da populacado de células mononucleares:
- Selecionamos no histograma de morfologia (FSC X SSC) as células

posicionadas no primeiro quadrante de ambos 0s eixos.
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- Dentro dessa populacédo selecionamos no histograma de SSC X CD45 as

mononuclerares hematopoiéticos (CD45+) e ndo hematopoiético (CD45-).

e Identificag@o de precursores eritroides:
- A analise de eritroblastos foi realizada por selecdo negativa. Excluimos

todos os tipos celulares ja previamente identificados.

- Selecionamos as células CD45-/CD34+/- e conferimos se esta populacdo
possuia as caracteristicas morfolégicas condizentes com a populacdo de

precursores eritroides (FSC|) no histograma de morfologia (FSC X SSC).

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde aos eritroblastos.

e I|dentificacdo da populacéo de células-tronco hematopoiéticas (HSC):

- Selecionamos as células CD45+fraco
- Dentro da populacdo CD45+fraco selecionamos as células CD34+forte.

- Na populacdo CD45+fraco CD34+forte conferimos se esta populacao possui
as caracteristicas morfologicas condizentes com a populacdo de HSC no
histograma de morfologia (FSC X SSC). O local dessa populagcédo, nesse
histograma, € muito caracteristico, pois se encontram entre as principais

populacdes de leucdcitos.

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde a HSC.

- Segundo o protocolo ISHAGE, procedemos com a extracdo, da analise, dos

precursores eritroides acima descritos.

e Identificacdo da populacédo de células-tronco mesenquimais (MSC):

- Selecionamos as células CD45- e excluimos o restante.
- Dentro da populacdo CD45- selecionamos as células CD34-.

- Na populacado CD45-CD34- identificamos a populacdo CD90+.
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- Na populacdo CD45-CD34-CD90+ selecionamos as células CD105+.

- Dentro da populacdo CD45-CD34-CD90+CD105+ selecionamos as células
CD73+.

- Observamos ainda se as células CD45-CD34-CD90+CD105+CD73+ eram
negativas para HLA-DR e CD19.

- Assim, conferimos se a populacdo CD45-CD34-CD90+CD105+CD73+HLA-
DR-CD19-.

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde a MSC.

e Identificacdo da populacéo de células precursoras endoteliais (EPC):

- Selecionamos as células CD45- e excluimos o restante.

- Dentro da populacdo CD45- selecionamos as células CD34+.

- Na populacdo CD45-CD34+ identificamos a populacdo CD90+.

- Na populacdo CD45-CD34+CD90+ selecionamos as células CD105+.

- Dentro da populacdo CD45-CD34+CD90+CD105+ selecionamos as células
CD73+.

- Observamos ainda se as células CD45-CD34+CD90+CD105+CD73+ eram
negativas para HLA-DR e CD19.

- Assim, conferimos se a populacdo CD45-CD34+CD90+CD105+CD73+HLA-
DR-CD19-.

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde a EPC.
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e Identificacdo da populagcdo de Neutrofilos:
- Selecionamos as células CD45+ e excluimos o restante.

- Dentro da populacdo CD45+ selecionamos as células granulares (SSC).
- Na populagao CD45+SSC1 excluimos as células CD64+.
- Dentro da populagao CD45+SSC1 CD64-/+ selecionamos as células CD33+

- Verificamos na populacdo CD45+SSC1 CD64-/+CD33+ se ndo ha células
positivas para CD34 e CD14

- Na populagdo CD45+SSC1CD64-/+CD33+CD34-CD14- conferimos se esta
populacdo possui as caracteristicas morfolégicas condizentes com a
populacdo de neutréfilos (SSC1) no histograma de morfologia (FSC X SSC).

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde aos neutrdfilos.

e Identificacdo da populacdo de monécitos maduros:
- Selecionamos as células CD45+ e excluimos o restante.

- Dentro da populacdo CD45+ selecionamos as células CD64+.
- Dentro da populacao CD45+CD64+ selecionamos as células CD14+.
- Dentro da populacao CD45+CD14+CD64+ selecionamos as células CD33+.

- Na populagdo CD45+CD14+CD64+CD33+ conferimos se esta populagéo
possui as caracteristicas morfologicas condizentes com a populacdo de
mondcitos, FSC e SSC intermediarios, no histograma de morfologia (FSC X
SS0).

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde aos mondécitos maduros.
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e Identificacdo da populagcdo de precursores monociticos:
- Selecionamos as células CD45+ e excluimos o restante.

- Dentro da populagdo CD45+ selecionamos as células CD33+.
- Dentro da populacdo CD45+CD33+ selecionamos as células CD64+.
- Dentro da populacdo CD45+CD33+CD64+ excluimos as células CD14-.

- Dentro da populacdo CD45+CD33+CD64+CD14- selecionamos as
células CD34+.

- Na populacdo CD45+CD33+CD64+CD14-CD34+ conferimos se esta
populacdo possui as caracteristicas morfoldégicas condizentes com a
populacdo de precursores monocitico, FSC e SSC intermediarios,no
histograma de morfologia (FSC X SSC).

- A partir dessa populacdo definida, analisamos o histograma CD14/34
versus CD64 e visualizamos se a populacdo esta na posicdo do
movimento ontogénico que inicia com a positividade do CD64 no precursor
CD34+ e termina com o ganho de CD14.

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas inicialmente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde aos precursores monociticos.

e Identificacdo da populacao de Linfécitos T:
- Selecionamos as células CD45+ e excluimos o restante.

- Dentro da populacdo CD45+ selecionamos as células CD3+.

- Na populagdo CD45+CD3+ identificamos duas subpopulagdes: linfocitos T
auxiliar (CD45+CD3+CD4+CD8-) e linfocitos T citotoxicos
(CD45+CD3+CD8+CD4-).
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- Na populacdo CD45+CD3+CD4+ ou CD8+ conferimos se esta populacéo
possui as caracteristicas morfolégicas condizentes com a populacdo de
linfécitos (FSC| e SSC|) no histograma de morfologia (FSC X SSC).

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde a linfocitos T.

e Identificacdo da populacéo de Linfocitos B:

- Selecionamos as células CD45+ e excluimos o restante.
- Dentro da populacdo CD45+ selecionamos as células CD19+.

- Verificamos na populacdo CD45+CD19+ se ndo ha células positivas para
CD56

- Na populagdo CD45+CD19+CD56- conferimos se esta populagdo possui as
caracteristicas morfoldgicas condizentes com a populagéo de linfécitos (FSC|
e SSC|) no histograma de morfologia (FSC X SSC).

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e
verificamos o percentual relativo ao total da amostra analisada que

corresponde aos linfocitos B.

e I|dentificacdo da populacao de Natural Killer:
- Selecionamos as células CD45+ e excluimos o restante.

- Dentro da populagdo CD45+ selecionamos as células CD56+.

- Verificamos na populacdo CD45+CD56+ se ndo ha células positivas para
CD19

- Na populagcdo CD45+CD56+CD19- conferimos se esta populagdo possui as
caracteristicas morfolégicas condizentes com a populacdo de natural killer
(FSC| e SSC|) no histograma de morfologia (FSC X SSC).

- Finalmente, retornamos com todas as células excluidas anteriormente e

verificamos o0 percentual relativo ao total da amostra analisada que
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corresponde a natural killer (localizam-se logo acima dos linfocitos no eixo de

granulosidade SSC).

5 Analises Estatisticas

Utilizamos o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson para analise das
variaveis continuas. Para andlise dos dados referentes aos tipos celulares, foi
realizado o teste de Mann-Whitney. A andlise estatistica foi realizada através do

software GraphPad PRISM 5 (EUA). O valor de significancia considerado foi <0,05.
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6 Resultados

O isolamento e caracterizagdo fenotipica da CMMO e sua posterior injecédo
em pacientes acometidos por doenga de Chagas e doenca Isquemica Cronica fazem
parte do Estudo Multicéntrico Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias

(EMRTCC), sendo esse um subprojeto do mesmo.

6.1 Pacientes e infusdao de CMMO:

Com o objetivo de isolar e caracterizar CMMO para tratamento experimental
por terapia celular, pacientes acometidos por miocardiopatia dilatada chagéasica

(n=20) e doenca isquémica cronica (n=14), participaram deste subestudo.

6.2 Isolamento de CMMO

Através do processamento da medula, pelo método de separacdo por
gradiente de densidade com Ficoll-Paque Premium, obteve-se o anel de células

resultante do que foi recolhido e analisado por citometria de fluxo.

Nos histogramas representativos da figura 19, constatamos a presenca de
diversos tipos celulares nas amostras estudadas, dos quais, se destacam células
mononucleares em rosa - linfécitos (T, B e NK), mondcitos, precursores eritroides,

MSC e EPC, e de células polimorfonucleares em amarelo, com neutrofilos.
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Figura 19: Fragcdo mononuclear isoladas da medula 6ssea

A. Histograma FSC (forward scatter) X SSC (side scatter), histograma de distribuicéo,
encontram-se destacadas em rosa as células mononucleares e em amarelo as células
polimorfonucleares, demonstrando que as células mononucleares sdo pequenas e
com baixa complexidade e que as polimorfonucleares sdo grandes de com alta
complexidade, confirmando a distribuicdo normal dessas células. B. O histograma
SSC (side scatter) X CD45 monoclonal caracteriza as células do pan leucocitario como
um todo.

6.3 Caracterizacao por Citometria de Fluxo:

Através da identificacdo imunofenotipica - que confere um conjunto de
caracteristicas de expressao especifica para cada tipo celular - identificamos os tipos
celulares presentes na fracdo enriquecida em CMMO qualitativamente e

quantitativamente.



78

6.3.1 Analise qualitativa

O fendtipo para cada linhagem analisada esta resumido na tabela 4.

Tabela 4: Perfil imunofenotipico das populagdes celulares estudada.

LINHAGEM CELULAR

FENOTIPO MOLECULAR DE
SUPERFICIE

Neutrofilos

CD45+/CD33+/CD64+/CD14-/CD34-

Monécitos

CD45+/CD34-/CD64+/CD33+/CD14+

Precursores monociticos

CD45+/CD34+/CD64+/CD33+/CD14™

Linfocitos T Auxiliares

CDA45+/CD34-/CD3+/CD8-/CD4+

Linfécitos T Citotéxicos

CD45+/CD34-/CD3+/CD8+/CD4-

Linfocitos B

CD45+/CD34-/CD56-/CD19+

Natural Killer

CDA45+/CD34-/CD56+/CD19-

Precursores Eritréides

SSC/FSC/CD45-

Precursores Hematopoiéticos

CD45™°/CD34""/SSC|

Precursores Mesenquimais

CD45-/CD34-/CD105+/CD90+/CD73+

Precursores Endoteliais

CDA45-/CD34+/CD105+/CD90+/CD73+

Cada populacdo obtida est4d representada, de forma esquematica, em

histogramas nas figuras seguintes demonstrando o racional da analise realizada.

A figura 20 representa os precursores caracterizados nas CMMO. Na figura
20A, os histogramas representativos da identificacdo da populacdo de precursores
hematopoiéticos, destacada em laranja, demonstrando o0 imunofendtipo
CD45™°/CD34"°"/SSC| e, em marrom, os precursores eritréides, obtidos a partir da
morfologia em FSC/SSC e CD45-. Na figura 20B, temos uma analise mais detalhada
da identificacdo da populacéo de eritroblastos, destacada em rosa. A analise foi feita
por selecdo negativa, encontrando o perfil imunofenotipico precursores eritroides,
CDA45-, CD34-, HLA-DR-, CD31-, CD33-, CD3-,CD4-, CD8-, CD19-, CD56-, CD90-
,CD73-. Na figura 20C, estdo caracterizados, genericamente, 0S precursores

mesenquimais em verde com fenotipo CD105+CD90+CD73+CD34-CD45- e em
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vermelho, 0S precursores endoteliais de fendtipo
CD105+CD90+CD73+CD34+CD45-. Na figura 20D, estdo demonstrados em
amarelo os precursores monociticos que apresentam em sua superficie celular o
fen6tipo CD45+CD64+CD33+CD14+™°°CD34+, observando-se uma perda gradual
de CD34 e um aumento na expressdao de CD14 a medida que vao atingindo sua
maturacdo e, dessa forma, podemos observar o fenétipo diferente e caracterizado
por CD45+CD64+CD33+CD14+CD34- nos mondcitos representados em amarelo
nos histogramas. A populacdo em rosa, nesses graficos, € composta por monécitos

maduros caracterizada posteriormente.
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Figura 20: Precursoras da CMMMO

Observamos em na figura 22A os precursores hematopoiéticos em laranja e os precursores eritréide, obtidos por
exclusdo, em marrom. Na figura 22B, temos uma analise mais detalhada da obtencdo dos precursores eritréides, que
aparecem em rosa nhos histogramas. Na figura 22C da figura, representamos as populagbes de precursores
mesenquimais em vermelho e de precursores endotelias em verde. E finalmente na figura 22D, observamos em amarelo
0S precursores monociticos.
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A identificacdo representativa da populacdo de neutrofilos, destacados em
laranja na figura 21, demostra o perfil de células grandes e com alta complexidade e

o imunofendtipo é tipico com CD45+CD33+CD64+CD14-CD34-.
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Figura 21: Neutrd6filos da CMMO

Histogramas de citometria de fluxo representativos da identificagdo da

populacdo de neutréfilos, destacados em laranja. Perfil celular e

imunofenotipico encontrado: células grandes e com alta complexidade;

CD45+CD33+CD64+CD14-CD34-.

Os mondcitos presentes na fragcdo de CMMO estédo representados na figura
22, onde verificamos duas populagbes distintas, sendo a em amarelo a de
precursores monociticos ja descrita anteriormente e em rosa a populacdo de

monaocitos maduros gue apresentam um fendtipo do tipo

CD45+CD64+CD33+CD14+CD34-.
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Figura 22: Monécito e precursores monociticos da CMMO

Histogramas de citometria de fluxo representativos da identificacdo da
populacdo de mondcitos maduros e precursores monocitico. O perfil celular,
tanto para os mondcitos maduros quanto para os precursores, é semelhante
apresentando tamanho e complexidade celular intermediarias visualizadas no
histograma de SSC X FSC; Ja o imunofendtipo apresenta-se diferenciado. Os
precursores monociticos, demonstrados em rosa, apresentam em sua
superficie celular o fenétipo CD45+CD64+CD33+CD14+CD34+, observando-
se uma perda gradual de CD34 e aumento CD14 a medida que vao atingindo
sua maturacdo, e dessa forma podemos observar o fenétipo diferente e
caracterizado por CD45+CD64+CD33+CD14+CD34- nos monocitos
representados em amarelo nos histogramas.

A populacdo de linfocitos T, bem como suas subpopulacfes auxiliares e
citotoxicas, aparece esquematizada na figura 23. Os linfocitos T sao células
mononucleares pequenas, representadas no histograma de distribuicdo SSC/FSC
com todas as cores. Apresentam alta intensidade de expressdo de CD45+ e CD3+
em seu fenodtipo. As subpopulagbes, no histograma em destaque, estdo divididas
em: CD45+CD3+CD4+CD8-, em vermelho, para linfécitos T auxiliares;

CD45+CD3+CD4-CD8+, em verde, para linfécitos T citotoxicos e duas outras
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populagées comuns na medula éssea, CD45+CD3+CD4+CD8+, em azul, e CD45+

CD3+CD4-CD8- em laranja.
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Figura 23: Linfocitos T e subpopulagdes da CMMO

Histogramas de citometria de fluxo representativos da identificacdo da populacao de linfocitos T e suas subpopulagdes. Perfis
imunofenotipicos encontrados: células mononucleares, CD45+CD3+ que se dividem em subpopula¢gBes que, além desse
fendtipo, apresentam CD3+CD8+CD4- (linfécito T citotoxico) em verde; duplo positivo para CD3+CD8+CD4+ em azul; duplo
negativo para CD8-CD4- em laranja e CD8-CD4+ (linfocito T auxiliar) em vermelho.

Os histogramas da figura 24 representam a analise da populacao de Lifécitos
B, destacada em amarelo e verde, sendo que, em amarelo, se identifica precursores
de linfocitos B devido a menor intensidade de expressdo de CD45+ que aumenta
conforme a maturacdo dessa célula. Perfil imunofenotipico encontrado condizente
com células mononucleares pequenas e com baixa complexidade celular,

caracterizadas pelo fenétipo de superficie CD45+CD19+CD56-.
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Figura 24: Linfécitos B da CMMO

Histogramas de citometria de fluxo representativos da identificagdo da
populagdo de Lifocitos B, destacada em amarelo e verde, sendo que em
amarelo se identifica, precursores de linfocitos B devido a menor intensidade
de expressdo de CD45+ que aumenta conforme a maturagdo dessa célula.
Perfil imunofenotipico encontrado condizente com células mononucleares
pequenas e com baixa complexidade celular, caracterizadas pelo fenétipo de
superficie CD45+CD19+CD56-.

As células Natural Killers séo caracterizadas por apresentarem um
imunofenotipo do tipo CD45+CD19-CD56+ e estdo representadas em rosa na figura

25.
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Figura 25: Células Natural Killers da CMMO

Histogramas de citometria de fluxo representativos da identificacdo da
populagcdo de células NK, destacada em rosa. Perfil imunofenotipico
encontrado: célula mononuclear pequena e de baixa complexidade
representada no histograma SSC X FSC e com fendtipo caracteristico,
CD45+CD19-CD56+.
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6.3.2 Analise Quantitativa

Os resultados obtidos para pacientes com cardiopatia chagasica (CHG) foram
comparados com os dados de doadores saudaveis e com pacientes de cardiopatia
isquémica crbnica, separadamente, sendo analisada sua significancia estatistica. Os
dados dos pacientes com cardiopatia isquémica crénica também foram comparados
com doadores normais. Os resultados estdo demostrados nos graficos a seguir, nos
quais, demonstramos a mediana e o0s quartis, excluindo os valores outlier. Na

legenda das figuras tém-se os valores de médiatdesvio padréo.

6.3.2.1 Cardiopatia Chagasica Cronica x Doadores Normais

Os percentuais de células mononucleares e de neutréfilos obtidos da fragédo
de CMMO de pacientes portadores da doenca de Chagas cronica e de doadores
normais foram comparados e ndo foram observadas diferencas estatisticas

significativas, como demonstrado na figura 26A e 26B, respectivamente.
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Figura 26: Mononucleares e neutréfilos da CMMO de CHG X DN
Grafico com os percentuais de células mononucleares (43,22+29,50 DN e 60,52+15,18 CHG) (A) e
neutrdfilos (45,83+32,26 DN e 28,31+12,27 CHG) (B).

(Médias + desvio padrdo). Doadores normais (DN). Pacientes portadores da doenca de Chagas crénica
(CHG).
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Na andlise dos percentuais de células precursoras da fracdo mononuclear de
medula déssea, ndo encontramos nenhuma significAncia estatistica. Na figura 27,
estdo demonstrados os graficos relativos a comparagao entre esses percentuais, de
precursores hematopoiéticos (protocolo ISHAGE), eritréides, endoteliais e

mesenquimais, além dos monaociticos.

A ISHAGE B Prec Erit

=]
=
]

-

=]
=1
1

[
(=1
1

Percentual de células (%)
L)
h
Percentual de celulas (%)
s

=

@]
o

Prec Endotelial Mesenquimal

- . 0.04+
< 2
s 9 T & 003
] 5 | -1
2 0.034 ?
] £ 0.024
E g -
©
E S
§ 0014 £ 0.014
= 2
E | = §
0.00 y 2 0.00 Y
S &
) 63\ 0\\ nga
E Prec Monocito
— 5n
=
M T
8 34
[}
=
T 2
a2
c p— —
&0 . 1
& c)?e

Figura 27: Linhagens de células precursoras da CMMO de CHG X DN

Grafico com os percentuais de células precursoras hematopoiéticas obtidas a partir do
protocolo ISHAGE (1,38+1,57 DN e 1,20+0,58 CHG) (A), grafico com percentuais de
precursores eritroide (25,68+27,36 DN e 29,63+12,59 CHG) (B), gréfico com percentuais
de precursores endoteliais (0,014+0,015 DN e 0,005+0,005 CHG) (C), grafico com
percentuais de precursores mesenquimais (0,016+0,009 DN e 0,011+0,008 CHG) (D),
grafico com percentuais de precursores monociticos (1,99+1,44 DN e 1,44+0,84 CHG)
(E). (Médias * desvio padrdo). Doadores normais (DN). Pacientes portadores da doenca
de Chagas crbnica (CHG).
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Também ndo encontramos diferencas estatisticas quando comparamos 0s

monaocitos das mesmas amostras. (Figura 28).
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Figura 28: Mondcitos da CMMO de CHG X DN
Grafico com os percentuais de mondcitos
(6,69+3,23) de doadores normais (DN) e
(5,20+2,65) de pacientes portadores da doenca
de Chagas crbnica (CHG). (Médias + desvio
padrdo). Doadores normais (DN). Pacientes
portadores da doenca de Chagas cronica (CHG).

Na analise dos linfécitos T, por sua vez, encontramos significancia estatistica
tanto para a populacao de linfocitos T totais, bem como, para sua subpopulacéo de
linfécitos T auxiliares, demonstrando um maior percentual destas células em
pacientes com cardiopatia chagasica. Em relacdo a subpopulacdo de linfocitos T
citotoxicos, ndo encontramos diferenca estatistica significativa. Esses dados estéo

demonstrados na figura 29, onde podemos visualizar os valores de p.
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Figura 29: Linfécitos T e subpopulagdes da CMMO de CHG X DN

Gréfico com os percentuais de linfocitos T totais (4,86+2,96 DN e 16,31+5,06 CHG) (A), grafico de
linfécitos T — auxiliar (5,28+2,28 DN e 10,12+2,50 CHG) (B), grafico de linfécitos T — citotdxico (2,73+1,24
DN e 3,27+2,38 CHG) (C). (Médias * desvio padrédo). Doadores normais (DN). Pacientes portadores da
doenca de Chagas crénica (CHG).
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As populacdes de linfocitos B e de Natural Killers também demonstraram um
maior percentual nas amostras de pacientes portadores da doenca de Chagas

cronica, conferindo a elas uma diferenca estatistica quando comparados com o0s

doadores normais (Figura 30).
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Figura 30: Linfocitos B e células NK da CMMO de CHG X DN

Gréfico com os percentuais de linfocitos B (2,99+0,57 DN e 5,92+3,95 CHG) (A) e gréafico de células natural
killers (0,92+0,37 DN e 3,67+2,02 CHG) (B). (Médias = desvio padrdo). Doadores normais (DN). Pacientes
portadores da doenca de Chagas cronica (CHG).

6.3.2.2 Cardiopatia Chagasica x Cardiopatia Isquémica Crbnica

Os percentuais de células mononucleares e de neutrdéfilos obtidos da fracao
de CMMO de pacientes portadores da doenca de Chagas cronica e de pacientes
com cardiopatia crénica foram comparados e ndo foram observadas diferencas

estatisticas significativas, como demostrado nas figuras 31A e 31B, respectivamente.
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Figura 31: Mononucleares e neutréfilos da CMMO de CHG X ISQ

Gréfico com os percentuais de células mononucleares (60,52+15,18 CHG e 63,17+23,50 1SQ)
(A) e neutrofilos (28,31+12,27 CHG e 30,35+23,26 1SQ) (B). (Médias + desvio padrédo). Pacientes
portadores da doenca de Chagas crdnica (CHG). Pacientes isquémicos cronicos (1SQ).

Em contrapartida, quando analisamos comparativamente os graficos de
células precursoras, observamos significAncia estatistica nas populacdes de
precursores hematopoiéticos (Figura 32A) e eritréides (Figura 32B), demostrando um
maior percentual das mesmas nas amostras de pacientes isquémicos em relacao
aos pacientes portadores da doenca de Chagas cronica. Os precursores monociticos
das duas amostras, também, apresentaram diferenca significativa, porém, com
menor valor percentual nos pacientes com doenca isquémica cronica (Figura 32E).

As precursoras endoteliais e mesenquimais ilustradas nas figuras 32C e 32D,

respectivamente, n&o apresentaram diferenga significativa.
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Figura 32: Linhagem de células precursoras da CMMO de CHG X ISQ

Gréfico com os percentuais de células precursoras hematopoiéticas obtidas a partir do
protocolo ISHAGE (1,20+0,58 CHG e 2,16+1,05 ISQ) (A), grafico com percentuais de
precursores eritrdide (29,63+12,59 CHG e 47,38425,81 1SQ) (B), grafico com
percentuais de precursores endoteliais (0,005+0,005 CHG e 0,004+0,005 1SQ) (C),
grafico com percentuais de precursores mesenquimais (0,011+0,008 CHG e
0,009+0,007 ISQ) (D), grafico com percentuais de precursores monociticos (1,44+0,84
CHG e 0,64+0,79 1SQ) (E). (Médias * desvio padrao). Pacientes portadores da doenca
de Chagas crbnica (CHG). Pacientes isquémicos crbnicos (ISQ).

A populacdo de mondécitos diferenciados ilustrada na figura 33, também,
apresentou menor percentual nas amostras de CMMO de pacientes isquémicos,
quando comparada aos chagasicos, em consonancia com o mesmo achado em

relacdo a linhagem precursora monocitica.
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Figura 33: Monécitos da CMMO de CHG X ISQ
Grafico com o0s percentuais de mondcitos
(5,20+2,65) de pacientes portadores da doenca de
Chagas cronica (CHG) e (2,66+1,42) de pacientes
isquémicos cronicos (ISQ). (Médias * desvio
padrdo). (Médias + desvio padrdo). Pacientes
portadores da doenga de Chagas cronica (CHG).
Pacientes isquémicos cronicos (1SQ).

Na analise da populacdo de linfécitos T e suas subpopulacdes, nas amostras
de CMMO de pacientes portadores da doenca de Chagas crbnica versus pacientes
isquémicos crénicos, foi observada diferenca estatistica, com aumento de linfocitos T
(Figura 34A) e sua subpopulacdo T auxiliar (Figura 34B), em pacientes com doenca
de Chagas, porém, ndo houve diferenca na populacdo de linfécitos citotdéxicos

(Figura 34C).
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Figura 34: Linfocitos T e subpopula¢cées da CMMO de CHG X ISQ

Gréfico com os percentuais de linfocitos T totais (16,31+5,06 CHG e 6,20+3,37 ISQ)
(A), gréfico de linfocitos T — auxiliar (10,12+2,50 DN e 4,07+2,38 ISQ (B), grafico de
linfécitos T — citotdxico (3,27+2,38 CHG e 2,41+2,17 ISQ) (C). (Médias * desvio
padrdo). Pacientes portadores da doenca de Chagas crbénica (CHG). Pacientes
isquémicos cronicos (1SQ).

As populacgdes de linfocitos B nos pacientes portadores da doenca de Chagas
cronica se encontram aumentadas quando comparamos com as amostras de
pacientes com isquemia cronica do coracdo; porém quanto as células Natural Killers,

nao percebemos nenhuma diferenca estatistica na comparacéo (Figura 35).
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Figura 35: Linfocitos B e células NK da CMMO de CHG X ISQ
Gréfico com os percentuais de linfocitos B (5,92+3,95 CHG e 2,05£1,19 I1SQ) (A) e gréfico de células natural

killers (3,67+2,02 CHG e 3,37+4,78 ISQ) (B). Médias +

desvio padrdo). Pacientes portadores da doenga de

Chagas cronica (CHG). Pacientes isquémicos cronicos (ISQ).

6.3.2.3 Cardiopatia Isquémica Croni

ca x Doadores Normais

Os percentuais de células mononucleares e de neutréfilos obtidos da fracdo de

CMMO de pacientes isquémicos versus doadores normais foram comparados e néo

foram observadas diferencas estatisticas significativas, como demonstrado na figura

36A e 36B, respectivamente.
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Figura 36: Mononucleares e neutréfilos da CMMO de DN X ISQ
Gréfico com os percentuais de células mononucleares (43,22+29,50 DN e 63,17+23,50

ISQ) (A) e neutrdfilos (45,83+32,26 DN e 30,35+23,26 1SQ)

(B). (Médias * desvio padrao).

Doadores Normais (DN). Pacientes isquémicos cronicos (1SQ).
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Da mesma forma como ndo observamos diferencas estatisticas em relacéo a

maioria das células precursoras, com excecao das precursoras monociticas com

valor de p=0,0233 (Figura 37).
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Figura 37: Linhagem de células precursoras da CMMO de DN X ISQ

Gréfico com os percentuais de células precursoras hematopoiéticas obtidas a partir
do protocolo ISHAGE (1,38+1,57 DN e 2,16+1,05 ISQ) (A), grafico com percentuais
de precursores eritroide (25,68+27,36 DN e 47,38+25,81 1SQ) (B), grafico com
percentuais de precursores endoteliais (0,014+0,015 DN e 0,004+0,005 1SQ) (C),
grafico com percentuais de precursores mesenquimais (0,016+0,009 DN e
0,009+0,007 1SQ) (D), grafico com percentuais de precursores monociticos
(1,99+1,44 DN e 0,64+0,79 1SQ) (E). (Médias + desvio padrdo). Doadores normais
(DN). Pacientes isquémicos cronicos (ISQ).

A populagdo de mondcitos diferenciados ilustrada na figura 38, também,
apresentou menor percentual nas amostras de CMMO de pacientes isquémicos,

guando comparada aos doadores normais com p=0,0182.
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Na andlise da populacdo de linfocitos T e suas subpopulacdes, foi observada
apenas diferenca estatistica, nos linfocitos citotéxicos TCD8+ (Figura 39C) com um

valor de p=0,0074.
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Figura 39: Linfocitos T e subpopulagées da CMMO de DN X ISQ

Grafico com os percentuais de linfécitos T totais (4,86+2,96 DN e 6,20+3,37 1SQ) (A),
grafico de linfocitos T — auxiliar (5,28+2,28 DN e 4,07+2,38 ISQ (B), gréafico de linfocitos
T — citotéxico (2,73+1,24 DN e 2,41+2,17 1SQ) (C). (Médias + desvio padrédo). Doadores
normais (DN). Pacientes isquémicos crénicos (ISQ).
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Nas popula¢@es de linfocitos B e natural killers ndo encontramos significancia

estatistica quendo comparamos 0s valores percentuais entre pacientes isquémicos

cronicos e doadores normais. (Figura 40).
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Figura 40: Linfocitos B e células NK da CMMO de DN X ISQ

Grafico com os percentuais de linfocitos B (2,99+0,57 DN e 2,05£1,19 ISQ) (A) e
grafico de células natural killers (0,92+0,37 DN e 3,37+4,78 1SQ) (B). Médias

desvio padrdo). Doadores normais (DN). Pacientes isquémicos cronicos (1SQ).
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7 Discussao

Neste trabalho, fomos capazes de isolar e caracterizar fenotipicamente a
fracdo de células mononucleares de medula 6ssea (CMMO) isolada de pacientes
com cardiopatia chagasica crénica, doenca isquémica crénica e doadores normais

de medula 6ssea.

Este é o primeiro trabalho da literatura a utilizar a analise multiparamétrica
para caracterizar a medula 6ssea de pacientes portadores da doenca de Chagas

cronica.

A técnica de separacao, por gradiente de concentracao de Ficoll, permite a
obtencao de fracdo celular concentrada de células mononucleares em detrimento de
células granulares. No nosso trabalho, encontramos faixa de variagdo de 43 a 63%
de células mononucleares na fragdo mononuclear purificada. Assim, nesse
processo, separamos, com média eficiéncia, neutrdfilos, basofilos e eosindfilos da
fracdo de células mononucleares, se comparado aos valores de referéncia do
fabricante de Ficoll. Uma possivel explicacdo para esta diferenca seria a forca g
utilizada de 550, adotada pelo protocolo do EMRTCC, ser maior do que a indicada
pelo fabricante (400g) normalmente utilizada para preparagcdes com sangue
periférico. Essa escolha foi atribuida na tentativa de compensar a diferenca de
densidade que existe entre o sangue periférico e a medula éssea. Adicionalmente,
outro fator que pode ter interferido na eficiéncia do processamento de isolamento
celular, foi a diluicBo da medula 6ssea com solucdo de NaCl 0,9%, antes da
centrifugacdo, conforme o indicado para sangue periférico, 0o qual apresenta

densidade bem menor que a medula éssea.
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O valor percentual obtido de células mononucleares e de neutréfilos nas
fracbes de CMMO isoladas pelos varios grupos que participaram do EMRTCC néo
foi distinto do obtido em nosso centro, indicando que a qualidade no processamento
da medula 6ssea foi similar, e comprovando a padroniza¢cdo do método utilizado.
Mesmo wusando métodos automatizados (Sepax) verifica-se um percentual
semelhante de contaminacdo da fracdo mononuclear com  células

polimorfonucleares, principalmente neutroéfilos (dados nédo publicados).

A analise das linhagens de células precursoras dos pacientes com cardiopatia
chagéasica, (CHG) ndo demonstrou nenhuma diferenca estatistica quando
comparada a analise, dessas mesmas linhagens, de doadores normais (DN), dentre

elas a precursoras mesenquimais (MSC) e endoteliais (EPC).

A medicina regenerativa baseada no uso de células-tronco adultas representa
um novo caminho para o tratamento de inUmeras doengas. De fato, estudos vém
demonstrando que as MSC e EPC podem exercer papel fundamental nos processos
de regeneracdo tecidual. Em nosso estudo, essas células apareceram em um
namero, habitualmente encontrado, na fracdo mononuclear de medula 6ssea, ou

seja, entre 0,01 a 0,02%, nos trés tipos de amostras analisadas.

Sabemos que as MSC exercem fun¢des imunomodulatdrias que reduzem
processos inflamatorios, esses processos tem efeito benéfico na fase aguda das
infec¢des, entretanto a perpetuagdo dos mesmos pode levar a ocorréncia de lesbes
no tecido cardiaco. A imunomodulacdo das MSC é fundamental para reducéo
desses processos inflamatdrios, tendo assim efeito protetor e podendo promover a
recuperacdo funcional do musculo cardiaco (Krampera et al., 2006; Uccelli et al.,

2006). Por sua vez, as células precursoras endoteliais tém importantes efeitos
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angiogénicos extensamente descritos na literatura (Urbich et al.,, 2004; Xu et al.,
2012; Reed et al., 2013). A angiogénese no tecido cardiaco faz parte dos processos
de remodelamento. As limitacbes nas estratégias terapéuticas para promover a
revascularizacdo levam a busca de novas metodologias como a terapia celular

promovendo neovascularizacao.

Na analise das demais populacdes isoladas da fragdo mononuclear da
medula 6ssea, observamos que ndo houve diferenca estatistica na comparacao
CHG versus DN para as linhagens monociticas (mondcitos maduros e seus
precursores), o que era esperado. Sathler-Avelar e colaboradores relatam em seu
trabalho que nos estagios iniciais da forma clinica indeterminada ha um aumento
expressivo, dentre outras populacdes, de mondcitos ativados expressando altos
niveis de HLA-DR que exercem atividade pro-infamatéria. Entretanto, no estagio
mais tardio da forma indeterminada cronica, bem como, na forma cardiaca, 0s niveis
dessa populacdo voltariam ao nivel basal (Sathler-Avelar et al, 2006), dessa forma

corroborando com o nosso achado.

Outro achado encontrado foi na comparacdo dos CHG com DN, quanto as
populacées de linfocitos T total e da subpopulagcédo de linfocitos auxiliares TCD4+,
que aparecem em maior percentual nos chagasicos, demostrando valores de p
<0,0013 e <0,0048, respectivamente, foi de suma importancia, oferecendo
seguranca na avaliagcdo dos parametros imunolégicos ligados a essas linhagens
celulares e a doenca de Chagas. Em contrapartida a subpopulacdo de linfocitos

citotoxicos T CD8+ ndao demostraram a mesma significancia.

Na fisiopatologia da cardiopatia chagéasica cronica é relatada a presenca de

miocardite com cardiomiocitolise e fibrose reparativa. Observa-se também a
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presenca de imunoglobulinas e depdsitos de complemento. A infiltracdo inflamatéria
no coracdo chagéasico cronico inclui a migragcdo de macrofagos e células T CD8+,
gue expressam granzima, e linfécitos T CD4+ (Cunha-Neto et al, 2006). Achados
histopatolégicos em pacientes portadores da doenca de Chagas cronica
demonstram um aumento de linfocitos auxiliares T CD4+, no tecido cardiaco,
durante a fase aguda, porém, isso ndao ocorre na fase crbnica. Recentemente,
estudos tém relatado que a progressao para a fase crénica € acompanhada de um
aumento na resposta celular. Na fase cronica, observa-se um aumento na frequéncia
de células TCD4+ ativadas na circulacéo periférica, com elevada expressdo de HLA-
DR e baixa expressdo de CD28. A frequéncia elevada de células T ativadas
CD4+CD28- no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas
crbnica esta associada com a expressédo de TNF-a e IL-10 em pacientes das formas
cardiaca e indeterminada, respectivamente, sugerindo papéis funcionais distintos
para essas células (Dutra et al, 1996; Menezes et al, 2004). Células T CD8+
ativadas, que expressam granzima A e TNF-a, sdo predominantes no infiltrado
inflamatorio associado as lesdes cardiacas na doenca de Chagas (Reis et al, 1993).
Acredita-se que producéo local de citocinas como IL-15 e IL-7 contribua para a
sobrevivéncia das células citotoxicas T CD8+ no tecido cardiaco (Fonseca et al,
2005). Os achados histopatolégicos de aumento de subpopulacdes de linfécitos
citotoxicos T CD8+ nos tecidos cardiacos de pacientes portadores da doenca de
Chagas cronica na fase crbnica evidenciam que houve maior mobilizacdo de
precursores linfociticos do tipo CD8+, o que propiciaria, possivelmente, um valor
basal dessas células na medula 6ssea, como o encontrado por nds, visto que nao
houve diferenca estatistica na comparagédo da subpopulacéo de linfocitos citotoxicos

TCD8+ na comparacao entre DN e CHG.
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Na caracterizacdo fenotipica da CMMO, no nosso estudo, analisamos
também, as células natural killers (NK). Essas células e os macrofagos possuem
papel fundamental na resposta imune inata por serem fonte de IFN-y e de IL-12 na
fase aguda de infeccdo, respectivamente. Os macréfagos produzem IL-12 em
resposta a muitos microrganismos, como o T.cruzi, por exemplo, que estimula a
producédo de IFN-y pelas células NK. Na resposta imune adaptativa, a IL-12 e o IFN-
y estimulam a diferenciacéo de linfocitos TCD4+ de perfil Th1 produtores de IFN-y, e
as funcdes citotoxicas das células NK e dos linfocitos T CD8+ citotoxicos (Abbas et

al, 2008).

Os linfécitos citotoxicos T CD8+ séo considerados importantes no mecanismo
protetor durante a resposta imune adaptativa nas infec¢cbes cronicas, porém em
pacientes portadores da doenca de Chagas crbnica, estudos recentes sugerem a
importancia do aumento das células NK (Sathler-Avelar et al, 2009). Portanto, os
achados do nosso estudo do aumento do percentual de células NK nos pacientes
portadores da doenca de Chagas crbnica, em relacdo aos doadores normais,
poderia se dar através desses mecanismos regulatérios de resposta imunologica
estimulada pelos antigenos dos parasitos (Sathler-Avelar et al., 2008; Riganti et al.,
2012). Estes mecanismos ocorrem, em geral, na fase aguda, porém a presenca de
antigenos na fase crbnica pode desencadear esses processos, justificando assim o
aumento de células NK na fracdo de células mononucleares de pacientes com
cardiopatia crénica em relacdo aos doadores normais que ndo apresentam tal

estimulo antigénico, bem como, em relacdo aos pacientes isquémicos.

A populacéo de linfocitos B, como as NK, também apresentaram um aumento

significativo quando comparamos a CMMO de pacientes portadores da doenca de



104

Chagas crbnica versus normal. Este fato € atribuido a cronicidade da reacéo
imunoldgica, que permite o estimulo para uma perpetuacdo de sele¢do clonal com a
presenca do estimulo antigénico causada pelo T. cruzi, este fenbmeno demanda, a
nivel medular, uma diferenciacdo ascendente de linfécitos B para seu estagio
plasmético secretor de imunoglobulina e a constante atividade de reconhecimento

de antigenos.

A comparacdo das amostras de CMMO, a fim de caracterizar ainda melhor
essa fracdo da medula Ossea de pacientes portadores da doenca de Chagas

cronica, com pacientes isquémicos cronicos surtiram dados interessantes.

Por exemplo, quanto as linhagens de células precursoras da CMMO de
pacientes isquémicos cronicos, observamos diferengas significativas quando
comparada a pacientes portadores da doenca de Chagas cronica, tanto entre os

precursores, hematopoiéticos e eritroides, quanto para 0s precursores monociticos.

Westenbrink e colaboradores demonstraram, em seu estudo com pacientes
com doencga isquémica cronica do coragdo, a existéncia de disfungcdo da medula
0ssea nesses pacientes, afetando mdltiplas linhagens hematopoiéticas. Além disso,
foram encontrados elevados niveis de eritropoetina (EPO) nos pacientes acometidos
por essa doenca (Westenbrink et al, 2010). A eritropoetina € uma glicoproteina
produzida pelo rim, no cértex renal, e sua producdo é estimulada por situacdes de
hipoxia, no caso, a diminuicdo do débito cardiaco. A EPO atua como fator hormonal
de estimulacdo mitética e de diferenciacdo da eritropoiese na medula Ossea,
aumentando a producdo de precursores hematopoiéticos comissionados para

linhagem eritréide e consequentemente de precursores totipotente hematopoiéticos.

Tal fato explicaria o aumento, tanto de precursores eritrdides, quanto
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hematopoiéticos nos paciente isquémicos desse estudo, demonstrados nos gréaficos
da figura 32. Os valores médios e desvios padrdes dos precursores eritroide nos
pacientes isquémicos foram de 43,09+24,56 e dos pacientes portadores da doenca
de Chagas cronica de 29,05+12,66. Quanto aos precursores hematopoiéticos, 0s
valores foram de 2,16+1,05 para isquémicos e 1,20+0,58 para os pacientes com

doenca de Chagas.

Outra linhagem que aparece diminuida é a monocitica nos pacientes
isquémicos em comparacdo aos chagasicos. Os mondcitos sdo mobilizados nos
pacientes portadores da doenca de Chagas crbnica em resposta aos parasitas,
porque essa linhagem celular participa da resposta imune inata, e também ao
penetrar nos tecidos com injdria para participacdo nos processos inflamatoérios e de
remodelamento, fenbmeno que também ocorre em pacientes isquémicos
(Nahrendorf et al., 2007; Frantz et al., 2013). O menor percentual de mondcitos na
medula dos pacientes isquémicos quando comparados aos chagasicos pode ser
devido a maior mobilizacdo desses precursores para a periferia, por estarem
envolvidos em processos de remodelamento na fase cronica da doenca isquémica

(Nahrendorf et al., 2007).

Proseguindo nossas analises, a linhagem de células T dos pacientes
isquémicos aparecem diminuida na compara¢cdo com 0s pacientes portadores da
doenca de Chagas crbnica. Nossos dados corroboram com a literatura
demonstrando significante aumento da populacdo T total e subpopulacao auxiliar
TCD4+ no sitio medular de pacientes com a doenca de Chagas, em relacédo a
doadores normais, mas, principalmente, na comparacdo com a amostragem

isquémica (p<0,0001 e p<0,0001). A diferenca entre valores relacionados a doenca
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isquémica e chagésica comprova uma reag¢do imunolégica dos pacientes
parasitados pelo T.cruzi de forma distinta e exacerbada, diferente da reacdo na
doenca isquémica cronica do coragdo, na qual, 0 processo nao tem esse agente
etiolégico. Além disso, a linfopenia ja foi caracterizada em pacientes isquémicos na

fase crénica. (Nufez et al., 2011).

Na populagéo de linfécitos B foi observada uma importante diferenga quando
comparamos as amostras dos pacientes portadores da doenca de Chagas cronica
com as dos isquémicos (p<0,0001), com valores diminuidos para essa segunda
doenca. Apesar de a cronicidade da reacdo imunoldgica também estar presente
nesse caso, 0 processo isquémico sofre outro tipo de estimulo hematopoiético

gerado pela EPO que mobiliza o ambiente medular para producdo eritréide

diminuindo a producdo das demais populacdes medulares.

Com a intencdo de caracterizar melhor a fragdo mononuclear dos pacientes
desse estudo, comparamos, ainda, as amostras de pacientes isQUéMICOS versus
doadores normais. Nessa andlise encontramos diferenca estatistica significativa em
relagdo a linhagem monocitica, mondcitos diferenciados e seus precursores,
confirmando as informacgdes que relacionam a doenca isquémica e essa linhagem
celular. Além disso, as células TCD8+ apresentaram um percentual mais baixo nos
pacientes com cardiopatia isquémica crbénica (p=0,0074), provavelmente, pela
linfopenia sugerida por Nufez e colaboradores, atingindo o sitio medular (Nufiez et

al., 2011).

O esfor¢o continuo para identificar e caracterizar as células, principalmente as
células-tronco, da medula éssea e outros sitios pode fornecer evidéncias dos tipos

celulares que séo principalmente envolvidos na fisiopatologia cardiaca chagasica e
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iIsquémica. A terapia ideal a ser utilizada em pacientes portadores da doenca de
Chagas cronica, visando a reducdo da morbimortalidade, continua sendo um
desafio. Dessa forma, estudos de caracterizagdo celular podem fornecer
informagdes importantes sobre linhagens celulares com maior potencial terapéutico.
A imunofenotipagem pode contribuir nessa avaliagao estabelecendo protocolos com
alta precisdo e sensibilidade que sdo metas importantes na aplicacdo de novas

tecnologias de terapia celular.
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8 Conclusao

Nossas analises de perfil fenotipico das células da fracdo mononuclear de
medula 6ssea de pacientes com doenca de Chagas e doenca isquémica crénica que
foram submetidos a terapia celular demonstraram que essas células apresentam um
perfil hematopoiético com producdo de todas as linhagens constitutivas da medula

0ssea, confirmando capacidade ontogénica adequada.

A andlise por citometria multiparamétrica revelou um aumento significativo de
células imunes, tanto de resposta inata quanto adaptativa, na medula éssea dos
pacientes com cardiopatia chagéasica cronica, tanto em relacdo a doadores normais

guanto em relagcdo aos pacientes com isquémia cronica.
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10 Anexos



Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

“Estudo Multicéntrico, Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias —

Cardiopatia Chagasica.”

11 Informacdes iniciais

O coracdo €, sem duvida, o 6rgdo mais lesado na doenca de Chagas. Baqueando aos
poucos, 0 0rgdo vai se dilatando e crescendo, atingindo amiude tamanhos enormes (coracdo
de boi). Sao comuns, nessa fase avancada, as grandes inchacGes das pernas e do restante do
corpo, as sensacdes de fraqueza e de canseiras, as batedeiras, falta de ar. N&o s&o raras,
infelizmente, as mortes subitas neste estadio da doenga. Até aqui, 0 médico conseguiu
melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevida dos pacientes através das unidades
clinicas para tratamento da insuficiéncia cardiaca. No entanto, se vocé ja participa desta
unidade clinica, e porém continua com uma qualidade de vida ruim apesar de cumprir
regularmente com as orientagdes de seu médico assistente, estamos propondo um tratamento

alternativo.

Hoje em dia, felizmente, nos individuos com formas graves da doenca no coragéo,
existe uma nova proposta de tratamento. Estudos experimentais, em animais, sobre 0 uso de
células tronco de medula 6ssea no tratamento da doenca de Chagas na forma cardiaca
avancada vém sendo desenvolvidos no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (FIOCRUZ-BA).
Resultados iniciais sdo promissores. Estes resultados, juntamente com os dados disponiveis
na literatura médica, justificam ainda que de forma experimental esta estratégia de manejo nos
pacientes, como voce, com a forma cardiaca avancada da doenca de Chagas. Esta estratégia

de tratamento utiliza as células tronco da sua propria medula 6ssea.

Baseado nestes achados, o Ministério da Saude esta realizando uma pesquisa pioneira
no mundo e vocé esta sendo convidado a participar de um estudo visando o transplante de

células tronco da medula dssea para o coragdo. Antes de vocé decidir participar deste estudo,
Versao Final de 12 de Setembro de 2006 1



é importante que vocé leia as informacdes a seguir referentes ao estudo para o qual vocé esta
sendo convidado a participar. O investigador do estudo discutira com vocé as davidas que

vocé tenha sobre este consentimento ou sobre o estudo.

A cardiomioplastia com células de medula 6ssea € um procedimento experimental
que consiste numa tentativa de implantar no seu coragédo células da sua medula 0ssea. Estas
células, as chamadas células-tronco, teriam a capacidade de criar novas células musculares e
vasos Nno seu coracao, substituindo aquela area de células musculares mortas (fibrosadas ou
cicatrizadas) por células musculares vivas, com capacidade de contracdo e bombeamento do

sangue necessario para todo o organismo.

12 Explicagédo do estudo

Primeiramente, deve ficar claro que voce esta sendo convidado para participar de um
estudo que vai testar a seguranca e a eficacia da “cardiomioplastia com células de medula
6ssea”. E importante dizer que, ndo ha qualquer garantia de que voce tera qualquer beneficio
direto deste estudo. Ainda mais, € um estudo que ndo pode prever com certeza 0S Seus riscos
porque o numero de pacientes ja submetidos a este procedimento é ainda muito pequeno.

Por outro lado, nas pesquisas feitas em animais, em nenhum momento se observou qualquer
tipo de complicacéo decorrente deste procedimento. Ainda mais, uma vez aceitando participar
deste estudo, voce sera submetido a varios exames antes do implante das células. Todos estes
exames (por exemplo, ressonancia magnética, ecocardiograma, e exames de sangue) sdo
exames de rotina no dia-a-dia da medicina, e servirdo para termos a certeza de que voce tera a
maior chance possivel de se beneficiar com implante das células, e com o menor risco
possivel. Todos estes exames serdo realizados no Hospital aprovado pelo Ministério da Sadde
para realizacdo deste estudo. Voce ndo tera qualquer despesa com a realizacdo destes testes,

que serdo custeados pelo Ministério da Salde.

Uma vez que voce concorde em participar do estudo, sera submetido(a) a retirada de
células da sua medula Ossea através de uma puncdo por agulha realizada sob efeito de
sedativos e analgésicos, por um especialista em Hematologia. A preparagdo das células que

serdo injetadas no coracdo sera feita no laboratorio enquanto voce estard sendo submetido(a) a
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um cateterismo, por meio do qual nos iremos liberar as células tronco da medula 6ssea dentro
das coronarias que levam o sangue para todo o coracdo. Depois do implante de células voce
ficard internado(a) por mais 48 horas. Neste periodo voce sera observado(a) e serdo

realizados mais 2 ecocardiogramas e mais exames de sangue.

Vocé continuard tomando todas as medicacfes que tomava anteriormente. Como esta é
uma nova forma de tratamento para o coracdo, existe a possibilidade de complicagdes
relacionadas ao procedimento, incluindo aquelas relacionadas ao cateterismo e complicagdes
relacionadas as injecdes das células purificadas. E por isso, também, que vocé sera submetido
aos varios exames apos o tratamento. Depois da alta hospitalar serdo realizadas consultas no
hospital 15 dias ap6s o procedimento, e entdo, mensalmente do primeiro até o segundo més de
acompanhamento. Apds o segundo més as consultas serdo realizadas a cada 2 meses até o
sexto mes, e a partir dai a cada trimestre até completar 1 ano apds o procedimento, quando o
estudo termina. Em todas estas consultas serdo realizados um ecocardiograma e um
eletrocardiograma. Nas consultas do terceiro més, sexto més e 1 ano todos 0s exames
realizados inicialmente serdo repetidos, incluindo a ressonancia magnética, para avaliarmos se

a area de fibrose diminuiu.

Dentre 0s exames que precisam ser feitos para que o Sr.(a) possa participar do estudo, a
punc¢do de medula Gssea e o cateterismo cardiaco sdo considerados invasivos. A puncdo ja foi
explicada acima. O cateterismo cardiaco consiste na colocacdo de um cateter em uma artéria

na virilha, o que permite leva-lo até as artérias corondrias para visualizacdo destas.

Durante todo o periodo do estudo voce tera acesso 24 h por dia a uma enfermeira
pesquisadora, do hospital, para tirar qualquer davida. Em alguns momentos, esta enfermeira

fara contato com voce independente de ter sido chamada.

Este estudo é randomizado e duplo cego e isso quer dizer que se voce aceitar participar
dele, vai ser submetido a um sorteio, por uma técnica especial, com o objetivo de nos dizer se
vai fazer parte do grupo de pacientes que vai implantar no coragao as células tronco retiradas
da medula 0ssea ou se vai fazer parte do grupo controle, que vai ser submetido ao cateterismo

mas ndo recebera as células. O estudo é considerado duplo cego, pois nem voce e nem 0
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médico que o estiver acompanhando saberdo antes do término do estudo (apés ter
completado 1 ano de acompanhamento) se o que o voce recebeu foi a solucdo de soro

fisiologico contendo células ou se foi o soro fisiolégico puro.

Caso voce faca parte do grupo controle, suas células tronco serdo armazenadas no
Hemocentro do Instituto Nacional do Céncer, situado no Rio de Janeiro, ou no Hospital onde
foi realizado o procedimento, até o término da pesquisa. Caso a hipltese da pesquisa se
confirme e, haja da sua parte o desejo de receber tais células, as mesmas serdo implantadas.
Caso contrario elas permanecerdo armazenadas de acordo com a resolucdo do CONEP n°
347/2005.

Como ndo temos certeza se esse tipo de tratamento vai trazer lhe beneficios,
precisamos ter um grupo chamado controle, a fim de avaliarmos a real eficacia do tratamento
que estamos propondo, através da comparacdo dos resultados entre os dois grupos. A
participacdo neste estudo, seja no grupo controle ou no grupo tratado com células tronco da
medula Ossea, € extremamente importante para o avanco da ciéncia nesta area de pesquisa
com potencial beneficio para milhares de pacientes que tenham o mesmo problema que voce e
que futuramente possam ser submetidos a este tipo de tratamento, se 0s resultados positivos
do implante de células da medula dssea se confirmarem. Sua participacdo ou ndo neste estudo
ndo afetara de nenhuma forma a qualidade do seu tratamento presente ou futuro. VVocé podera
solicitar a seu médico o seu desligamento do estudo a qualquer momento. Se vocé tiver
duvidas, pergunte ao seu médico, e ele lhe explicara com detalhes tudo o que vocé quiser
saber sobre este estudo. Somente através de estudos como este é que 0s médicos poderdo
descobrir novas e melhores formas de tratar este tipo de problema em vocé e em outros

pacientes que tenham problemas semelhantes.

Além disso, voce terd o beneficio de estar sendo acompanhado por especialistas em
cardiologia, além de seu préprio médico, incluindo exames complementares diversos para

avaliacdo do seu coracdo, sem qualquer 6nus adicional.
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13 Explicagéo sobre o procedimento e seus riscos

O procedimento € dividido em duas etapas: a retirada de células da medula dssea, e 0

implante das células-tronco no seu coracgéo.

A retirada das células ser realizada sob anestesia, atraves de puncéo da medula (parte
interna) do seu o0sso da bacia. Este procedimento é semelhante aos ja realizados para
transplantes de medula utilizados em larga escala na medicina de hoje. N&o constitui nenhuma
novidade no meio médico, além de oferecer baixissimo risco de complicacdes. Estes riscos
envolvem perfuracdo 6ssea e infeccdo do o0sso, e ocorrem em menos de 1% dos casos. A
preparacdo das células que serdo injetadas no coracdo sera feita no laboratério enquanto o

cateterismo esta sendo realizado

O implante das células-tronco no seu coracao sera realizado durante o cateterismo por

um especialista em medicina intervencionista.

As células da medula serdo liberadas dentro das artérias coronérias que levam sangue
para todo o seu coracdo. Acreditamos que tais células terdo a capacidade de substituir areas
de fibrose por células musculares saudaveis, capazes de exercer sua funcdo normal de
contracdo. Apos 25 dias do tratamento, durante 05 dias sera administrada, por via subcutanea,
uma medicacdo para estimular a producdo de células medulares, medicacdo esta que é de uso
comum na pratica médica e cujo perfil de seguranca esta bem estabelecido.

Os riscos do implante de células em seres humanos sdo muito pouco conhecidos.
Existem seres humanos que ja receberam células da medula dssea no coragdo, através de
procedimento cirdrgico, durante operacbes de ponte de safena, e ainda outros que as
receberam por meio de um procedimento igual ou semelhante ao que estamos Ihe propondo.
Ndo houve qualquer complicacdo relatada até o momento. Observe que apenas poucos
pacientes ja se submeteram a este procedimento previamente 0 que € muito pouco para que

possamos afirmar qualquer coisa com respeito as complicagdes.

No entanto, podemos imaginar algumas complicaces possiveis de ocorrer, além das

ja descritas acima: inflamagdo no coracgéo, levando a um enfraquecimento do seu musculo,
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com possivel rompimento deste musculo, aparecimento de arritmias graves, infeccdo no

coracdo e crescimento de tecidos nao cardiacos no seu coragao.

14 Beneficios que vocé pode obter

Embora ndo haja nenhuma garantia de que voce tera beneficios com este estudo, é
possivel que ocorra melhora parcial ou total da fungdo do musculo do coracdo e dos sintomas
decorrentes destas anormalidades tais como sensacdo de cansaco, falta de ar, inchaco nas

pernas e outros.

Da mesma forma, o acompanhamento clinico muito detalhado que voce recebera
durante os doze meses de duracdo do estudo poderdo ser de auxilio no tratamento da sua
doenca, independente do beneficio direto do procedimento. Este acompanhamento clinico
podera permitir a identificacdo de complica¢es naturais ou de agravamento da sua doenca de

forma mais precoce, permitindo uma a¢do médica mais eficaz nestes casos.

15 Direitos do paciente

A sua participacdo € inteiramente voluntaria. Durante o estudo voce deve se sentir
livre para questionar o que desejar, e caso ndo se considere suficientemente esclarecido pelo
profissional que o(a) estiver atendendo, podera solicitar o contato direto com o investigador
responsavel por este estudo, o Dr. , ou fazé-lo diretamente no telefone
(0**)

Uma vez aceitando participar desta pesquisa, voce deverd se sentir livre para
abandonar o estudo a qualquer momento do curso deste, sem que isto afete o seu cuidado ou
tratamento futuro neste hospital. O seu médico também podera retira-lo do estudo a qualquer

momento, se ele julgar que seja necessario para o seu bem estar.

Caso surja alguma davida quanto a ética do estudo, voce devera se reportar ao Comité de
Etica em Pesquisas envolvendo seres humanos — subordinado ao Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa, 6rgdo do Ministério da Saude, através de solicitacdo a enfermeira pesquisadora,
gue estara sob contacto permanente, ou contactando diretamente o coordenador do referido

comité deste hospital, que Ihe sera informado pela enfermeira pesquisadora. Voce tem direito
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ao completo sigilo de sua identidade quanto a sua participacdo neste estudo, incluindo a
eventualidade da apresentacdo dos resultados deste estudo em congressos médicos e jornais

cientificos.

Diante do exposto nos paragrafos anteriores eu, firmado abaixo, (primeiro nome e
0] 0] £=] 00] 1 11 ) ISR residente  a
(EBNAEIEGO). ...ttt concordo em participar do
estudo “Estudo Multicéntrico, Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias —

Cardiopatia Chagasica.”

Eu fui completamente  orientado pelo Dr. (nome do  médico)
.............................................................................................. que estd realizando o estudo, de
acordo com sua natureza, propdsito e duracdo. Eu pude gquestiona-lo sobre todos os aspectos
do estudo. Além disto, ele / ela me entregou uma copia da folha de informacdes para os
participantes, a qual li, compreendi e me deu plena liberdade para decidir acerca da minha
espontanea participagdo nesta pesquisa.

Depois de tal consideragdo, concordo em cooperar com o Dr.
......................................................................................................................... e informéa-lo

imediatamente sobre qualquer anormalidade observada.
Estou ciente que sou livre para sair do estudo a qualquer momento, se assim desejar.

Minha identidade jamais serd publicada e os dados colhidos permanecerdo
confidenciais. Concordo que estes poderdo ser examinados por pessoas envolvidas no estudo
com autorizacdo delegada do investigador e por pessoas representantes do Ministério da
Saude. Assim como, ndo restringirei a publicacdo dos resultados obtidos com a pesquisa.

Data e assinatura procede que este tenha sido “Lido e Aprovado”.

Investigador: DAL .t
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Testemunha: DA e ———

Participante: D L L SURTOSTSN
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Anexo i

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

“Estudo Multicéntrico, Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias -

Doenc¢a Isquémica Cronica.”

16 Informacdes iniciais

O coracdo é um 6rgao que, como qualquer outro do corpo humano, precisa receber
sangue na quantidade adequada para poder funcionar bem. O sangue que alimenta o coragao
chega através de vasos sangliineos, as chamadas artérias coronarias, que vao se afinando e
formando uma grande rede e passam a se chamar capilares. Muitas vezes, ocorre 0
entupimento das artérias do coracdo por placas de gordura. Isto faz com que o coracdo deixe
de receber sangue em quantidade adequada e passe a funcionar mal. Quando isto ocorre, 0
paciente pode sentir um desconforto no peito aos esforgos fisicos, o que os médicos chamam
de angina. Outras vezes, 0 entupimento leva ao ataque cardiaco (infarto do miocardio) e como

conseqiiéncia, o coracdo enfraguece e o paciente passa a se cansar mais facilmente.

Existem varias maneiras de os médicos tratarem 0s pacientes com angina e
enfraguecimento do coracdo: sdo utilizados medicamentos, um cateter especial pode dilatar a
artéria entupida (angioplastia) ou uma cirurgia pode ser realizada para criar uma “ponte”.
Infelizmente, em alguns casos, estes tratamentos ndo podem ser oferecidos ou séo oferecidos
parcialmente aos pacientes por dificuldades técnicas e assim 0s sintomas e a progressdo da

doenca sé se resolvem em parte.

O Ministério da Saude esta realizando um estudo pioneiro no mundo e vocé esta
sendo convidado a participar deste estudo porque existe indicacdo de implantagdo de pelo
menos uma ponte de safena no seu coracdo e existe uma parte doente do 6rgdo onde nédo
existe a possibilidade de utilizar métodos habituais para dilatar e desobstruir o vaso ou mesmo

colocar uma ponte de safena no local. Por isso, vocé foi escolhido para participar deste estudo
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que vai testar uma nova forma de melhorar a irrigacdo do coracdo e de substituir o tecido

lesado naquela regido.

A cardiomioplastia com células de medula déssea é um procedimento experimental
que consiste numa tentativa de implantar no seu coracdo células da sua medula éssea. Estas
células, as chamadas células-tronco, tém a capacidade de criar novas células musculares e
vasos no seu coracdo, substituindo aquela area de células musculares mortas (fibrosadas ou
cicatrizadas) por células musculares vivas, com capacidade de contracdo e bombeamento do

sangue necessario para todo o organismo.

17 Explicagdo do estudo

Primeiramente, deve ficar claro que voce estad sendo convidado(a) para participar de
um estudo que vai testar a seguranca e a eficacia da “cardiomioplastia com células de medula
6ssea”. E importante dizer que, ndo ha qualquer garantia de que voce tera qualquer beneficio
direto deste estudo. Ainda mais, € um estudo que ndo pode prever com certeza 0S Seus riscos

porque o0 nimero de pacientes ja submetidos a este procedimento é ainda muito pequeno.

Por outro lado, nas pesquisas feitas em animais, em nenhum momento se observou qualquer
tipo de complicacdo decorrente deste procedimento. Ainda mais, uma vez voce aceitando
participar deste estudo, serd submetido a varios exames antes do implante das células. Todos
estes exames (por exemplo, ressonancia magnética, ecocardiograma, e exames de sangue) sao
exames de rotina no dia-a-dia da medicina, e servirdo para termos a certeza de que voce tera a
maior chance possivel de se beneficiar com implante das células , e com o menor risco
possivel. Todos estes exames serdo realizados no Hospital aprovado pelo Ministério da Saude
para realizacdo deste estudo. Voce ndo tera qualquer despesa com a realizacdo destes testes,

que serdo custeados pelo Ministério da Saude.

Uma vez que voce concorde em participar do estudo, sera submetido(a) a retirada de
células da sua medula Ossea através de uma puncdo por agulha realizada sob efeito de

sedativos e analgésicos, por um especialista em Hematologia. A preparacdo das células que
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serdo injetadas no coracdo sera feita no laboratdrio enquanto a cirurgia de ponte estad sendo
realizada. Todo o procedimento que envolve a cirurgia cardiaca sera realizado dentro dos
padrbes habituais do hospital. A Unica diferenca é que, depois de colocadas as pontes, 0
cirurgido vai injetar com uma seringa, no local doente do coracdo onde ha impossibilidade de
tratamento pelas técnicas habituais, as células purificadas da sua medula. Depois de terminado
0 procedimento, a equipe vai proceder o fechamento do térax como de costume e vocé serad

encaminhado para a sala de recuperagdo pos-operatoria, também como de rotina.

Depois da cirurgia, vocé fara mais exames para saber se estd tudo bem, como 0s
médicos normalmente fazem. Devera ficar internado por 7 a 10 dias. Depois da alta, vocé tera
consultas freqlientes no ambulatorio para seguimento. Neste periodo uma série de exames nao
invasivos, que incluem eletrocardiograma, ecocardiograma, cintilografia e ressonancia
magnética, serdo feitos para saber como estd evoluindo o seu coracdo. Vocé continuara
tomando todas as medicacGes que tomava anteriormente. Como esta € uma nova forma de
tratamento para o coracdo, existe a possibilidade de complicacGes relacionadas ao
procedimento, incluindo aquelas relacionadas diretamente a cirurgia cardiaca (como qualquer
outra cirurgia do coragio) e complicacdes relacionadas as injecdes das células purificadas. E
por isso, também, que vocé serd submetido aos varios exames ap0s a cirurgia. Existe a
possibilidade de insucesso deste novo tratamento, mas vocé ainda receberd os mesmos
beneficios que qualquer outro paciente decorrentes da cirurgia para colocagcdo das pontes.
Depois da alta hospitalar serdo realizadas consultas no hospital 15 dias apds o procedimento, e
entdo, mensalmente do primeiro até o terceiro més de acompanhamento. Apds o terceiro més
as consultas serdo realizadas a cada 3 meses até completar 1 ano apés o procedimento, quando
0 estudo termina. Em todas estas consultas serdo realizados um ecocardiograma e um
eletrocardiograma. Nas consultas do terceiro més, sexto més e 1 ano todos 0s exames
realizados inicialmente serdo repetidos, incluindo a ressonancia magnética, para avaliarmos se
a area de fibrose diminuiu. Um novo cateterismo cardiaco, para checarmos se esta tudo bem
com o musculo do seu coragdo e com as coronarias, sera repetido somente no sexto més apos

0 procedimento.
Dentre os exames que precisam ser feitos para que o Sr.(a) possa participar do estudo, a
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puncdo de medula dssea e o cateterismo cardiaco sdo considerados invasivos. A pungéo
ja foi explicada acima. O cateterismo cardiaco consiste na colocacdo de um cateter em
uma artéria na virilha, o que permite leva-lo até as artérias coronarias para visualizacao

destas.

Durante todo o periodo do estudo voce tera acesso 24 h por dia a uma enfermeira
pesquisadora, do hospital, para tirar qualquer divida. Em alguns momentos, esta enfermeira

fara contato com voce independente de ter sido chamada.

Este estudo é randomizado e duplo cego e isso quer dizer que se voce aceitar participar
dele, vai ser submetido a um sorteio, por uma técnica especial, com o objetivo de nos dizer se
vai fazer parte do grupo de pacientes que vai implantar no coracdo as células tronco retiradas
da medula 6ssea ou se vai fazer parte do grupo controle, que vai ser submetido a cirurgia mas
ndo receberd as células. O estudo é considerado duplo cego, pois nem voce e nem 0 médico
que o estiver acompanhando saberdo antes do término do estudo (apds ter completado 1 ano
de acompanhamento) se 0 que voce recebeu foi a solucdo de soro fisiolégico contendo células

ou se foi o soro fisioldgico puro.

Caso voce faca parte do grupo controle, suas células tronco serdo armazenadas no
Hemocentro do Instituto Nacional do Céncer, situado no Rio de Janeiro, ou no Hospital onde
foi realizado o procedimento, até o término da pesquisa. Caso a hipoOtese da pesquisa se
confirme e, houver da sua parte o desejo de receber tais células, as mesmas serdo implantadas.
Caso contrario elas permanecerdo armazenadas de acordo com a resolu¢cdo do CONEP n°
347/2005.

Como ndo temos certeza se esse tipo de tratamento vai lhe trazer beneficios,
precisamos ter um grupo chamado controle, a fim de avaliarmos a real eficacia do tratamento

que estamos propondo, através da comparacdo dos resultados entre os dois grupos. A
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participacdo neste estudo, seja no grupo controle ou no grupo tratado com células tronco da
medula Ossea, € extremamente importante para 0 avango da ciéncia nesta area de pesquisa
com potencial beneficio para milhares de pacientes que tenham o mesmo problema que voce e
que futuramente possam ser submetidos a este tipo de tratamento, se os resultados positivos
do implante de células da medula 6ssea se confirmarem. Sua participacdo ou nao neste estudo
ndo afetard de nenhuma forma a qualidade do seu tratamento presente ou futuro. Vocé podera
solicitar a seu meédico o seu desligamento do estudo a qualquer momento. Se vocé tiver
duvidas, pergunte ao seu médico, e ele lhe explicara com detalhes tudo o que vocé quiser
saber sobre este estudo. Somente através de estudos como este € que 0s médicos poderdo
descobrir novas e melhores formas de tratar este tipo de problema em vocé e em outros

pacientes que tenham problemas semelhantes.

Além disso, voce terd o beneficio de estar sendo acompanhado por especialistas em
cardiologia, além de seu préprio médico, incluindo exames complementares diversos para

avaliacdo do seu coracédo, sem qualquer 6nus adicional.

18 Explicagéo sobre o procedimento e seus riscos

O procedimento é dividido em duas etapas: a retirada de células da medula dssea, e 0

implante das células-tronco no seu coracgéo.

A retirada das células sera realizada sob anestesia, através de puncdo da medula (parte
interna) do seu 0sso da bacia. A preparacdo das células que serdo injetadas no coracdo sera
feita no laboratério enquanto a cirurgia de ponte estd sendo realizada. Este procedimento é
semelhante aos ja realizados para transplantes de medula utilizados em larga escala na
medicina de hoje. N&o constitui nenhuma novidade no meio médico, além de oferecer
baixissimo risco de complicacbes. Estes riscos envolvem perfuracdo 0ssea e infeccdo do

0SS0, e ocorrem em menos de 1% dos casos.

O implante das células-tronco no seu coracdo serd realizado durante a cirurgia. As
células da medula serdo injetadas na parte do coracdo que ndo puder receber as pontes.
Acreditamos que tais células terdo a capacidade de criar novos vaso e substituir aquela area de

fibrose por células musculares saudaveis, capazes de exercer sua funcdo normal de contracéo.
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Os riscos deste implante de células em seres humanos sdo muito pouco conhecidos. EXxistem
seres humanos que ja receberam células da medula éssea no coracdo, através de procedimento
cirargico, durante operaces de ponte de safena, como no seu caso, e ainda outros que
receberam células de medula 6ssea através de cateter (tubo que leva as células até o coracao).
N&o houve qualquer complicacdo relatada até o momento. Observe que apenas poucos
pacientes ja se submeteram a este procedimento previamente o que é muito pouco para que

possamos afirmar qualquer coisa com respeito as complicagdes.

No entanto, podemos imaginar algumas complicacdes possiveis de ocorrer, além das
ja descritas acima: inflamagdo no coracdo, levando a um enfraquecimento do seu musculo,
com possivel rompimento deste musculo, aparecimento de arritmias graves, infeccdo no

coracdo e crescimento de tecidos ndo cardiacos no seu coragao.

19 Beneficios que vocé pode obter

Embora ndo haja nenhuma garantia de que voce tera beneficios com este estudo, €
possivel que ocorra melhora parcial ou mesmo total das crises de angina (sensacdo de
desconforto no térax), melhora parcial ou total da funcdo do musculo do coracdo e dos
sintomas decorrentes destas anormalidades tais como sensacdo de cansacgo, falta de ar,

inchaco nas pernas e outros.

Da mesma forma, o acompanhamento clinico muito detalhado que voce recebera
durante os doze meses de duracdo do estudo poderdo ser de auxilio no tratamento da sua
doenca, independente do beneficio direto do procedimento. Este acompanhamento clinico
podera permitir a identificacdo de complicacdes naturais ou de agravamento da sua doenca de

forma mais precoce, permitindo uma a¢do médica mais eficaz nestes casos.

20 Direitos do paciente

A sua participacdo é inteiramente voluntaria. Durante o estudo voce deve se sentir
livre para questionar o que desejar, e caso ndo se considere suficientemente esclarecido pelo
profissional que o(a) estiver atendendo, podera solicitar o contato direto com o investigador

responsavel por este estudo, o Dr. , ou fazé-lo diretamente no telefone

o) .
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Uma vez aceitando participar desta pesquisa, voce deverd se sentir livre para
abandonar o estudo a qualquer momento do curso deste, sem que isto afete o seu cuidado ou
tratamento futuro neste hospital. O seu médico também podera retira-lo do estudo a qualquer

momento, se ele julgar que seja necessario para o seu bem estar.

Caso surja alguma davida quanto a ética do estudo, voce devera se reportar ao Comité de
Etica em Pesquisas envolvendo seres humanos — subordinado ao Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa, 6rgao do Ministério da Saude, através de solicitacdo a enfermeira pesquisadora,
que estara sob contacto permanente, ou contactando diretamente o coordenador do referido
comité deste hospital, que Ihe sera informado pela enfermeira pesquisadora. Voce tem direito
ao completo sigilo de sua identidade quanto a sua participacdo neste estudo, incluindo a
eventualidade da apresentacdo dos resultados deste estudo em congressos médicos e jornais

cientificos.

Diante do exposto nos paragrafos anteriores eu, firmado abaixo, (primeiro nome e
SODIENOME) oottt residente  a
G0 L =Tol ) OSSPSR concordo em participar do
estudo “Estudo Multicéntrico, Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias -

Doenca Isquémica Crénica.”

Eu fui  completamente orientado pelo Dr. (nome do  médico)
.............................................................................................. que esta realizando o estudo, de
acordo com sua natureza, propoésito e duracdo. Eu pude questiona-lo sobre todos os aspectos
do estudo. Além disto, ele / ela me entregou uma copia da folha de informacdes para os
participantes, a qual li, compreendi e me deu plena liberdade para decidir acerca da minha

espontanea participacdo nesta pesquisa.

Depois de tal consideragdo, concordo em cooperar com o Dr.
......................................................................................................................... e informa-lo

imediatamente sobre qualquer anormalidade observada.

Estou ciente que sou livre para sair do estudo a qualquer momento, se assim desejar.
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Minha identidade jamais serd publicada e os dados colhidos permanecerdo
confidenciais. Concordo que estes poderdo ser examinados por pessoas envolvidas no estudo
com autorizacdo delegada do investigador e por pessoas representantes do Ministério da
Saude. Assim como, ndo restringirei a publicagdo dos resultados obtidos com a pesquisa.

Data e assinatura procede que este tenha sido “Lido e Aprovado”.

Investigador: D L LSRRI

Testemunha: DA et ————

Participante: D L LS USTRRSSN
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