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RESUMO

A doenca de Chagas ¢ uma doenca negligenciada e endémica na América do Sul. O barbeiro,
nome popularmente conhecido do inseto triatomineo, é o vetor da doenca de Chagas que
traz consigo o agente etiologico, o Trypanosoma cruzi. Ela possui 3 ciclos: silvestre,
paradoméstico e doméstico, contudo, o ciclo relacionado a doenca € o doméstico pois esta
relacionado entre o reservatério do parasita e 0 homem. Na fase aguda, os sintomas podem
ser mal-estar, falta de apetite, inchacos, febre, entre outros. Ja na fase crbnica, muitos
pacientes podem ndo manifestar sintomas, porém, continuam sendo portadores do
Trypanosoma cruzi, sendo assim, podem desenvolver a progressao da doenca para além da
fase inicial, comprometendo algumas partes do organismo, entre elas, temos o
comprometimento do coracgdo, gerando a cardiomiopatia, que afeta os tecidos do coracéo,
causando insuficiéncia cardiaca. No entanto, com os avangos cientificos, ha possibilidade
de tratamento atraves da reposicao do tecido cardiaco com a utilizagdo das celulas-tronco.
As células-tronco sdo células que podem originar outros tecidos do corpo humano através
de seu poder de replicacdo. Podemos encontra-las em varios tecidos e 6rgaos do corpo
humano, como corddo umbilical e medula 6ssea. Devido a essa possibilidade, ela possui um
potencial terapéutico. Dessa forma, estudar e compreender como as células-tronco podem
ser apresentadas como terapia para o coracao danificado durante o estagio crénico da doenca
é de grande relevancia para a salde publica.

Palavras-chave: Células-tronco, Cardiomiopatia Chagasica Crénica, Doenca de Chagas.
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INTRODUCAO

Durante a 722 Assembleia Mundial da Satde, em 2019, foi oficialmente instituido o dia
14 de abril como dia mundial de combate a doenca de Chagas, endémica em 21 nagGes do
continente americano. Através do vetor, aproximadamente 6 milhdes de pessoas anualmente
sdo infectadas e com ocorréncia de 30 mil casos novos nos paises das Américas, desencadeando
14 mil mortes por ano e, durante a gestacdo, cerca de 8 mil recém-nascidos sdo infectados
(BRASIL, 2022).

Ao longo da historia, em locais onde hd moradias em situacdo de insalubridade,
especificamente fora do &mbito urbano, ocorrem casos de doenca de Chagas. Através das
migrac0es, individuos infectados foram espalhados pelas cidades dentro e fora da América
Latina (BERN et al, 2011).

Descoberta por Carlos Chagas em 14 de abril de 1909 ap6s descobrir um protozoario
flagelado encontrado no sangue de uma crianga, denominou-o Trypanosoma cruzi, que é o
agente etiolégico da doenca (SOUSA et al, 2020). Carlos Chagas conseguiu descobrir o vetor,
0 agente etioldgico e a doenca. Sua descoberta demonstrou a péssima situacao sanitaria em que
0 Brasil se apresentava porque abriu debates acerca das doencas tropicais que afligiam as
populagbes que residiam em regides afastadas dos grandes centros urbanos (KROPF;
MASSARANI, 2009).

A principal forma de transmissdo é através de insetos reduvideos hemat6fagos —
conhecidos como barbeiros — na qual durante o repasto sanguineo — ele € liberado atraves das
fezes, com isso, entram em ferimentos na pele ou mucosas de mamiferos. Quando migram para
os tecidos, ocorrem as respostas imunes, contribuindo para os sintomas cronicos. (MORETTI
et al, 2020).

Outra possibilidade de transmissdo € através da transfusdo sanguinea. Individuos que
possuem transtornos hematoldgicos e que necessitam do sangue de doadores, podiam possuir
relacdo direta com a infeccdo através de sangue contaminado em transfusdes, no entanto,
através dos sistemas de triagem nas bolsas de sangue, em que sdo testadas a presenca do
Trypanosoma cruzi, esta forma de transmissdao ndo é recorrente no Brasil. Ha também a
transmissdo vertical de forma congénita em que a forma tripomastigota € capaz de atravessar a
placenta, no entanto, as transmissdes sanguinea e vertical representam um percentual baixo
quando comparado com a transmisséo via oral (BRENER et al, 2000).

As células-tronco (CT's) sdo as que possuem a capacidade de originar outros tipos de
tecidos, elas sdo células que podem se diferenciar para dar origem a outros tipos celulares.

Encontramos células tronco no embrido e no organismo adulto, elas podem se diferenciar em:
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Células-tronco totipotentes - sdo as que estdo presentes no embrido, elas originam um
organismo funcional, ou seja, qualquer célula do corpo, como o sistema nervoso. Apds a
fertilizacdo elas desaparecem porque irdo dar origem a um novo organismo, portanto, sdo
efémeras;

Células-tronco pluripotentes - sdo as células que podem dar origem a outros tecidos,
mas, sem dar origem a outro organismo, pois, ndo podem originar a placenta, visto que néo
conseguem gerar uma variedade de tecidos que dardo apoio ao feto. Ap6s quatro dias de vida,
uma massa celular interna do blastocisto — um dos processos em que o embrido € desenvolvido
— & formada por ela, em seguida, fazem parte da formacéao de todos os tecidos do organismo;

Células-tronco multipotentes - que se diferenciam das outras estdo no corpo adulto e
podem dar origem a um ndmero limitado de tecidos, designam-se de acordo com um
determinado Orgédo e s6 podem dar origem a tecidos deste 6rgdo, enquanto as unipotentes se
diferenciam em apenas um tipo celular (SOUZA, 2003).

Podemos compreender os diferentes tipos de células-tronco e o que elas formam,
através do esquema presente na figura 1.

Figura 1 - Diferentes classificacdes de células-tronco quanto as suas diferenciacoes.

Zigoto — Tatipotentes

Células-Tronco }_I_

Embrionaria )_I—
Blastocisto — Pluripotentes

— Corddo Umbilical P

— Tecidos [+~ Multipotentes

Celulas-Tronco
Adultas -

— Medula Ossea P~ Unipotentes

L Sangue Periférico -

Diferentes tipos de células-tronco divididas quanto a sua origem e diferenciagdo. Fonte: Criobanco

Medicina e Terapia celular
Células-tronco mesenquimais - s@o obtidas e isoladas através da medula 6ssea, porém,
elas também podem ser obtidas de outros tecidos como: sinovial (faz parte do liquido sinovial,

que lubrifica e realiza manutencdo dos 0ssos), adiposo (que armazena gordura) e do cordao
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umbilical (conecta o feto a placenta). Apés a coleta, elas devem ser isoladas. A diferenciacdo
das células tronco mesenquimais € capaz de gerar células que compdem os tecidos que formam
0 coracgdo, diante disto, os projetos de pesquisas que envolvam o reparo tecidual do coragéo, as
utilizam (SOUZA et al, 2010).
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JUSTIFICATIVA

As pesquisas com células-tronco representam um grande avanco cientifico na area da
salde, pois podem revolucionar tratamentos de doencas que afetam tecidos do corpo humano,
além de repor alguns tipos celulares. As linhas de pesquisas envolvendo este assunto vém
crescendo em larga escala em diversos locais do mundo, no entanto, ainda ha diversos conflitos
éticos que acometem estas pesquisas.

Cada local do mundo em que ocorrem essas pesquisas possui suas legislacfes proprias
em relacdo ao uso das CTs, em que delimita e regulariza a coleta e/ou utilizacdo desses
materiais bioldgicos. Contudo, algumas dessas limitacGes apresentam justificativas, além de
bases cientificas, mas também, com o senso comum, alegando a auséncia de moralidade em
utilizar materiais biologicos coletados do corddo umbilical, por exemplo.

O uso das células tronco envolve questdes bioéticas, atreladas a questdes politicas,
sendo assim, em 29 de maio de 2008, o STF aprovou 0 uso de pesquisas com embrides humanos
porque, atualmente, esses estudos representam avangos no tratamento de doengas.

Segundo o artigo 5° da lei 11.105 de 24 de marco de 2005 — Lei de Biosseguranca
— autoriza somente o uso dos embrides que foram fertilizados in vitro e veta a sua
comercializagéo.

Ha estimativas, de acordo com a OMS, que na América Latina sdo 300.000 o numero
de novos casos por ano de Doenca de Chagas, com isso, uma das maiores causas de morte
subita e insuficiéncia cardiaca é por esta doenca. Sendo assim, pode ocorrer delas evoluirem
para fase cronica, acometendo o desenvolvimento de cardiomiopatia. (SIMOES et al., 2017)

Dessa forma, essa monografia reuniu e descreveu o uso das células tronco como uma
possibilidade terapéutica, além de avaliar a contribuicdo de pesquisas com células tronco para

o desenvolvimento da ciéncia e da saude.

16



OBJETIVOS

Objetivo geral
Compreender como as células tronco séo utilizadas no tratamento de
cardiomiopatia chagésica crénica.

Objetivos especificos

1) Compreender a doenga de Chagas, como sua relagdo endémica, ciclo do parasita,
sintomas e consequéncias.

2) Apresentar as células-tronco e seus mecanismos de replicagéo.

3) Descrever o potencial terapéutico das células-tronco para tratar cardiomiopatia.
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METODOLOGIA

Esta monografia consiste em uma revisdo bibliogréfica, pois utilizou fontes de

pesquisa ja descritas na literatura, com uma abordagem de pesquisa qualitativa a fim de

cumprir os objetivos do trabalho. O periodo temporal definido para o material bibliografico

utilizado neste artigo foi de 2010 - 2022, com excecdes de alguns artigos especificos. Foram

utilizadas fontes de pesquisa primaria e secundaria, como: artigos e artigos de revisdo. Os

trés capitulos da monografia estdo baseados, respectivamente, em: doenga de Chagas,

células-tronco e 0 emprego das células-tronco na cardiomiopatia.

A busca por fontes de pesquisa foi realizada através dos seguintes bancos de dados:

Google Académico e SciELO Brasil. Para tal, foram usadas as seguintes palavras-chave:

Cardiomiopatia Chagasica, Doenca de Chagas, Células-tronco. Os pré-projeto foi

construido utilizando os 6 artigos presentes na tabela abaixo:

Tabela - Artigos utilizados para a construcéo do pré-projeto:

Titulo Banco de Autor Ano de

Dados publicacéo
Trypanosoma cruzi and Chagas* SciELO Caryn Bern, et al. 2011
Disease in the United States .

Brasil
Trypanosoma cruzi. Trends in SciELO Nilmar Silvio 2020
Parasitology Brasil Moretti, et al.
Cardiopatia Chagéstica: Uma revisdo SciELO A. M. S. Santos, 2018
da literatura . et al.

Brasil
Células-tronco mesenquimais: células SciELO Cristiano Souza, 2014
ideais para a regeneracéo cardiaca? . et al.

Brasil
Células-tronco: uma breve revisao SciELO Verobnica 2003

. Ferreira de
Brasil
Souza, et al.

Cardiomiopatia da Doenca de Chagas SciELO Marcus 2017

Brasil .Vinlcms

Simdoes, et al.

Fonte: Autoria prépria

J& todo o estudo foi construido utilizando 53 fontes bibliogréaficas, estas foram
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encontradas em sites de buscas como Scielo Brasil e PubMed, além de portais oficiais do
governo federal e estadual e da Fiocruz. Os descritores utilizados foram: cardiomiopatia e
células-tronco, chagas e células-tronco, células-tronco definigcédo, células-tronco mesenquimais,

coracgdo chagasico, engenharia de tecidos, medicina regenerativa e tratamento chagas.
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CAPITULO 1

Neste capitulo é apresentado o parasita da doenca de Chagas, quanto ao seu ciclo e
formas de transmisséo, logo, é descrito o vetor, reservatorios do parasita e, por fim, a doenca

de chagas, suas fases e alteracGes morfoldgicas.

1.1. Trypanossoma cruzi

O agente etiologico da Doenca de Chagas é o Trypanosoma cruzi que estd presente no
continente americano, em territorios em que vivem os triatomineos. Portanto, sdo considerados
como uma enzootia, ou seja, possuem frequéncias em determinadas comunidades se
propagando, também, nos animais daquele ambiente.

O parasita € um protozoario flagelado que possui o cinetoplasto, uma organela
constituinte de uma longa mitocéndria em que ha 0o KDNA. O kDNA é uma estrutura composta
por diversas moléculas de minicirculos que compde a estrutura e rede do DNA do cinetoplasto;
através da sua grande heterogeneidade, essa molécula € alvo de pesquisas para tipagem do T.
cruzi (DEGRAVE, 2017). Também esta presente um unico ndcleo na estrutura do parasita e
possui um flagelo associado ao cinetoplasto (MARTINS, CASTANHO, GUSMAO et al,
2022).

A morfologia do Trypanosoma cruzi esta relacionada ao vetor ou ambiente que se
encontra, sendo considerado uma espécie complexa. Sendo assim, podemos encontrar trés
grupos deste parasita, sdo eles: grupo 1 - presente em animais silvestres, representado pelo
ciclo silvestre que no homem séo assintomaticas as infecc¢@es; grupo 2 - relacionado a endemia
pois se adaptou e se propagou, as formas sintomaticas séo acarretadas por este grupo; grupo 3
- 0 mais raro, possui relacdo zoonética em animais silvestres (MARTINS, CASTANHO,
GUSMAO et al, 2022).

O Trypanosoma cruzi possui 3 formas acerca de seu ciclo, sdo estas: Amastigotas,
Epimastigotas e Tripomastigotas (Figura 2). Cada forma esta relacionada ao hospedeiro em
que o T.cruzi se encontra (MARTINS, CASTANHO, GUSMAO et al, 2022).

Figura 2 - As trés morfologias que o agente etioldgico da doenca de Chagas pode
possuir.
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@ / g Amastigota

D4 Epimastigota

cC .

T et ™,
Tripomastigota

As trés formas do parasita possuem relagdo direta com o seu hospedeiro parasitado. A - amastigota
(forma circular e achatada com nucleo arredondado e grande, seu cinetoplasto possui facil visualizagdo e o
flagelo é pequeno inserido no bolso flagelar, em que é visto por microscopia eletrdnica; quase ndo ha
locomocéo nessa forma porque o flagelo néo estd no meio externo) B - Epimastigotas (formato alongado e o
cinetoplasto esta proximo ao nucleo com formato de disco; o flagelo ja esta na extremidade junto a membrana
celular, a membrana ondulante que o auxilia a manter-se preso a membrana). C - Tripomastigotas (corpo chato
e comprido, o cinetoplasto possui formato redondo e o bolso flagelar esta entre a extremidade posterior e 0
nucleo; o flagelo possui toda a extensdo celular) Fonte: Biblioteca digital da UFPR.

1.2 Triatomineos
Homens e animais parasitados, junto com insetos hemipteros (triatomineos) fazem parte
da cadeia epidemioldgica. Os triatomineos sdo insetos que medem cerca de 1 a 2 cm de
comprimento que possuem uma pequena tromba, estima-se que seus OvVOS possuem um
milimetro, o Triatoma infestans (figura 3) é a principal espécie vetora no Brasil, mas também
ha outras espécies presentes como: P. megistus, T. brasiliensis T. pseudomaculata, T. vitticeps,
entre outros. Podemos observar outras espécies na figurta 4 (ARGOLO et al, 2008).

Figura 3 - Triatoma infestans, uma das espécies de triatomineos que podem ser
hospedeiros do agente etioldgico.

Principal espécie de vetor da doenca de Chagas. (Fonte: Unesp)

Figura 4 - Diferentes espécies de vetores da doenca de
Chagas.
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Triatomineos ocorrentes em estados da Regido Norte do Brasil. A) P. geniculatus, B) E. mucronatus, C)

E
E
-

R. montegrensis; D) R. robustus, E) R. pictipes, F) R. stali, G) T. sordida; H) P. megistus, 1) P. lignarius, J) P.
rufotuberculatus, K) R. neglectus. Fonte: UFAC

Ao nascerem se alimentam de sangue a partir de alguns dias, contudo, as fémeas
necessitam desse alimento a fim de amadurecer as unidades funcionais de seus ovarios
(ARGOLO et al, 2008).

O sangue humano nem sempre foi a preferéncia de alimento, a preferéncia desses
insetos sdo 0s roedores, as aves e 0S marsupiais, a nutricdo por sangue humano ocorre apés a
adaptacdo aos domicilios rurais. Os triatomineos possuem habitos noturnos, escondem-se de
dia e procuram alimento a noite. Durante o repasto sanguineo é recorrente defecarem, sendo
assim, a forma infectante do agente causador € eliminada nas fezes do inseto (ARGOLO et al,
2008).

Em zonas endémicas a infeccdo também € encontrada em mamiferos domésticos,
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devido a adaptacédo desses insetos a habitagdo humana em que gatos sdo menos parasitados em
relacdo aos cdes. Os animais domésticos como reservatérios do parasita auxiliam o ciclo
parasitario na habitacdo humana, por conseguinte, obteve ndo somente carater de zoonose de
mamiferos silvestres, bem como, possui carater de zoonose de animais domésticos (ZETUN et
al, 2014).

1.3 Ciclos de transmisséo do T. cruzi

A continuidade de transmissdo depende de alguns fatores como: linhagem do
Trypanosoma cruzi reter maior poder infectante e a quantidade de triatomineos no local,
consoante a isto, o ciclo de transmissdo, desenvolve-se de forma diferente a depender do local.
Dessarte, epidemiologicamente ha possibilidade de discernir trés ciclos de transmissdo:
silvestre, paradoméstico e o referente a endemia humana, doméstico (DIAS et al, 1997).

O ciclo silvestre é resultante da convivéncia entre os triatomineos e os mamiferos
silvestres a medida que, para o vetor, ha obrigatoriedade do hematofagismo. Enquanto o ciclo
paradoméstico relaciona-se com a frequéncia de animais que estdo como reservatorios, vivem
em proximidade de casas ou as frequentam, um grande exemplo sdo os ratos. Ja o ciclo
doméstico, constitui-se do homem e do animal doméstico em que 0s vetores passam a habitar
as casas, especialmente em casas de barro (AZAMBUJA; GARCIA, 2017).

Leporideos, roedores, desdentados, carnivoros, marsupiais, morcegos e primatas sdo
alguns exemplos de grupos de organismos em que a infecgé@o natural por Trypanosoma cruzi
ja foi encontrada, todavia, os reservatorios silvestres que possuem maior notoriedade sdo 0s
marsupiais. Os gambas possuem mecanismo de defesa para expulsar 0s tripanossomos
infectantes, sendo assim, eles sdo encontrados nas glandulas anais do gamba. Carlos Chagas
reconheceu 0s tatus como reservatorios, que também é infectado pelo T. cruzi. Logo,
compreende-se que para o ciclo doméstico ocorrer nao necessita dos demais ciclos devido a
ativa circulagdo do parasito, porquanto, quando os triatomineos passam a ter habitos
semidomésticos hé ligacao do T. cruzi de um ciclo a outro (AZAMBUJA; GARCIA, 2017).

Em seres humanos a contaminagao ocorre quase sempre em casa, quando os hemipteros
fazem o repasto sanguineo, realizando o ciclo doméstico e a relagdo endémica. Quando o
homem realiza suas atividades em ambientes silvestres, ocasiona as infecces.

Os triatomineos apds se alimentarem do sangue do vertebrado parasitado, ingerem
trypanosoma. No estdmago do inseto as formas tripomastigotas se transformam, sendo assim,
em um meio favoravel no intestino possuem formato de epimastigotas. Com isso, ocorre a
multiplicacdo no intestino do inseto por divisdo binaria longitudinal. Ao carregarem 0s
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epimastigotas na parte posterior do intestino, através da extremidade do flagelo assumem
novamente a morfologia tripomastigota. Tornando-se tripomastigotas metaciclicos, séo
eliminados pelos excrementos do triatomineo, que sé evoluem se possuirem um hospedeiro
vertebrado (Rey, 2002).

Na sua forma infectante, adentram através da pele ao haver uma porta de entrada
(feridas ou pequenos arranhdes ao se cogar). Raramente infectam por transmissao vertical, leite
materno ou coito. No local da penetracdo, macrofagos os fagocitam, através de endocitose,
contudo ndo sdo destruidos e tornam-se amastigotas. Outros penetram células vizinhas ou
realizam a parasitemia, chegando em diversos locais como estdmago e coragdo. No sangue, ha
possibilidade de residirem sem haver resposta imunoldgica do organismo até ocorrer a fase
aguda (na fase cronica a incidéncia do parasita no sangue é rara). Quando a parasitemia
diminui, tornam-se fagocitaveis (NEVES, 2005).

A forma tripomastigota possui esse formato em organismos vertebrados na corrente
sanguinea, também apresentam a forma amastigota nos mesmos vertebrados, no entanto,
localizam-se dentro de algumas células, ja nos triatomineos possuem a forma de epimastigota
e tripomastigota, e se localizam no tubo digestivo. No sangue de mamiferos, o parasita torna-
se fugaz, em laminas com sangue infectado apos os procedimentos de fixacao e coloracdo, seu
formato recorda um C ou S, na qual, também h& um cinetoplasto globular e a parte extrema
afilada (CARVALHO, 2017).

Quando os tripanossomos que estdo no sangue possuem formato fino sua locomogéo é
com intensa velocidade em que no microscopio vao de um campo a outro facilmente, eles
somem da circulacdo de forma rapida, ora por serem atingidos pelo sistema imune, ora por
invadir as células do organismo hospedeiro; no formato largo, a locomocdo é lenta mas as
células do hospedeiro ndo sédo invadidas, por isso hospedam no sangue por mais tempo e estéo
associados a fase cronica, além de possuir resisténcia a lise, fagocitose e aglutinacao (Rey,
2002).

Com a finalidade de possuir o formato amastigota o proprio parasita induz a fagocitose
em que estdo no vacuolo digestivo, posteriormente vdo ao citoplasma, nessa mudanca sua
estrutura é reorganizada (Figuras 5 e 6). Mediante a isto, sob a forma amastigota que se
multiplicam por divisao binéria, os organismos gerados consomem o citoplasma da célula em
que hospedam até se transformarem em tripomastigotas. Portanto, em vertebrados apresentam-
se de forma ciclica apresentando os seguintes formatos: tripomastigotas, amastigotas e
tripomastigotas novamente (REY, 2002).

FIGURA 5 - Ninho de Amastigotas
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Anatpat/UNICAMP

FIGURA 6 - Auséncia de ninhos de amastigotas

Lamina histologica corada sem a presenca de ninho de
amastigotas. Fonte: Anatpat/UNICAMP

Dessa forma, o ciclo de transmissdo do parasita da doenca de chagas pode ser
compreendida na figura 7:

FIGURA 7 —Ciclo de transmissao do T. cruzi
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1.Triatomineos fazem o repasto sanguineo nos mamiferos vertebrados e secretam suas fezes
que contém tripomastigotas metaciclicos, que irdo invadir o organismo; 2. Tripomastigotas
metaciclicos invadem o organismo através da pele e adentram as células do hospedeiro; 3.
Dentro das células transformam-se em amastigotas e se multiplicam; 4. Apds as divisdes
assumem a forma de tripomastigotas, lisam as células infectadas, vao para corrente sanguinea
e adentram em outras células voltando a serem amastigotas ou (5) serdo ingeridos pelo vetor;
6. No intestino do inseto modificam-se para epimastigotas; 7. O protozodrio se multiplica no
intestino do triatomineo; 8. Completam o ciclo se transformando em tripomastigotas
metaciclicos.

Fonte: CDC (modificado)

1.4 A patogenicidade da doenca de Chagas

A resisténcia do organismo ao parasita pode gerar reagdes inflamatorias, o IgM de
pacientes infectados é elevado, ap0s, acontece 0 mesmo com IgG (o 1gG apresenta-se também
na fase cronica). A linhagem do T. cruzi pode interferir na sua capacidade de multiplicagdo no
organismo (viruléncia), entretanto, idade, influéncia hormonal e nutricdo precaria podem
acarretar maior viruléncia (MAGALHAES, 1997).

Na patogenicidade da doenca, a morte pode ocorrer durante a fase aguda, ou seja,
durante o periodo inicial. Porém, pode-se considerar que a gravidade da doenca poderia ndo
estar paralela a carga parasitaria. Isto é evidente porque a reacdo inflamatoria € acometida pelo
rompimento das células invadidas. Ao resistir o periodo agudo, areas de fibrose sdo acometidas
devido as rea¢des inflamatdrias, mas os exsudatos (liquido presente nos danos em tecidos) sao
reabsorvidos, ja as lesdes se tornam fibrose na fase crénica (MEIRELES et al, 2020).

Quando é realizado uma observacao histologica no coracdo durante a fase aguda da
doenca (quando ele possui dilatacdo e flacidez) é observada a miocardite focal, enquanto, a
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cardiomegalia (associada ao coragdo dilatado e hipertréfico) é encontrada na fase crénica. A
presenca de focos de inflamacgéo sdo escassos cronicamente (Figura 8).

FIGURA 8 - A esquerda miocardio normal, j& a direita cardiomiopatia hipertréfica
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Laminas histolégicas demonstrando o miocardio normal e sem hipertrofias Fonte:
Anatpat/UNICAMP)

Ao tentar esclarecer a patogenia da doenca explicitam que substancias téxicas séo
liberadas que agem em células nervosas as destruindo. Com isso, apds células nervosas do tubo
digestorio, ocasionando modificagdo nos movimentos peristalticos, gerando disturbios
fisiologicos e hipertrofia muscular. Devido a falha na irrigacdo dos musculos e a lesdao nos
mesmos assumem atonia, diante disto, visceras ocas sdo dilatadas. Alguns autores afirmam que
devido as reacdes inflamatdrias, os neurbnios sdo destruidos e que lesdes cronicas sdo
ocasionadas pela consequéncia do parasita em tecidos, fazendo o individuo apresentar lesdes
fisioldgicas (REY, 2002).

1.5 Alterag0es fisioldgicas

Quando os parasitas se localizam em células do sistema nervoso, masculo liso e demais
partes do tubo digestivo, pode ocorrer alteracbes no sistema digestorio. Ao destruir os
neurdnios, os movimentos peristalticos perdem a coordenacdo motora, podendo gerar dilatagdo
das paredes de diversas regides do tubo, além da hipertrofia (Figura 9). Ha possibilidade de
encontrar essas alteracGes em autopsias de chagasicos crénicos (MEIRELES et al, 2020).

FIGURA 9 - Megacolon chagasico

27



Macroscopia de um megacélon chagasico. Fonte: Laboratdrio de Patologia Geral /
UFG

O chagoma de inoculagdo é uma reacdo inflamatoria, atrelada a conjuntivite, além do
edema bipalpebral (Figura 10) Frequentemente ela esta presente em apenas um lado do rosto,
denominado de sinal de Romana. Através do sistema linfatico que a inflamag&o ocorre. O
diagnostico clinico é bastante suspeito a fim de identificar a doenca (MINISTERIO DA

SAUDE, 2022).

FIGURA 10 - Chagoma de inoculagéo ou sinal de Romana
i R TSR

Retrato de uma crianga que apresenta o sinal de romanaFonte: (Arquivo digital
de slides - PARASITOLOGIA/USP)

As células do sistema nervoso central podem ser degeneradas por ninhos do parasita,
que destroem estas células, gerando necroses focais e meningoencefalite difusa, pode, também,
gerar nddulos no cérebro e cerebelo, edemas e congestdo (MEIRELES et al, 2020).

Figado e bago podem apresentar volume acentuado na fase aguda, denominado
hepatoesplenomegalia (Figura 11). Em musculos esqueléticos em que ninhos de amastigotas
se encontram, apresenta-se edema e focos de inflamacao, quando a parasitemia reduz, periodo
entre 6 e 12 semanas, 0s edemas podem regredir (PINTO et al, 2008).
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FIGURA 11 - Crianga com hepatoesplenomegalia

Crianca com marcaces representando a hepatoesplenomegalia. Fonte: DOENCA DE
CHAGAS AGUDA por Aniss Rassi

Entre o oitavo e décimo segundo dia pode iniciar a parasitemia em que o hemograma
do paciente apresenta alteracdo como linfocitose e leucocitose, a anemia também é comum e
pode ser grave. J& na fase cronica, o exsudato inflamatorio expde a presenca de Linfocitos T
CD8+ e pouca presenca de macrdfagos e linfocitos B.

O 6rgao mais afetado € o coracdo. Os ninho de amastigotas presentes nesse 6rgao sdo
grandes e se multiplicam nas fibras dos musculos. Infartos microscépicos sdo gerados por
lesBes isquémicas e inflamatorias. As microfibrilas sdo degeneradas e células nervosas
possuem lesdo. Em criangas, a miocardite aguda é mais presente, ocasionando dilatacdo que
gera insuficiéncia circulatdria, derrame cavitério e edema.

As lesdes nessa fase podem se tornar crénicas, em que ha fibroses no ventriculo
esquerdo, também h& tromboses frequentemente. Processos de reparos e cicatrizacdo
ocasionam alteracdes inflamatorias, a for¢a do coracdo é reduzida pois 0 organismo tenta
substituir tecido muscular por tecido conjuntivo, na qual, as contragdes serdo alteradas (DIAS
JPC et al, 1997).

Com o sistema cardiaco comprometido (Figural2), as consequéncias possuem altas
gravidades e acarretam diversos outros problemas. Como arritmias, taquicardia, hipertrofia,

alteracdo no ritmo cardiaco, entre outros (VIEIRA, 2017).

FIGURA 12 - Corte sagital de coracdo chagasico
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Corte sagital do coracdo que apresentava alteracdes devido a Doenca de Chagas. Fonte: Portal da doenca de
Chagas / Fiocruz

A cardiomiopatia advinda da Doenca de Chagas é resultado de uma miocardite
fibrosante focal de baixa intensidade. Arritmias e insuficiéncia cardiaca fazem parte das
manifestacdes clinicas, decorrentes da cardiomegalia e disfungbes no ventriculo esquerdo.
Pacientes com risco elevado sdo indicados com agentes anticoagulantes orais, estes pacientes
possuem diversos fatores que auxiliam a elevacédo de riscos, idade avancada, aneurisma apical

(comum apos infarto agudo do miocardio), disfuncdo sistolica ventricular esquerda, entre
outros, s&o exemplos desses riscos (SIMOES, 2018).

Entdo, a cardiomiopatia ocorre através de uma sequéncia de complicacbes que
respectivamente sdo miocardite aguda, miocardite crénica fibrosante e cardiomiopatia. A
manifestacdo clinica de miocardite na forma aguda pode ser eletrocardiograma alterado, dor
toracica e ascendéncia dos marcadores de necrose miocardica (MONTERA et al, 2013).

1.6 A situacdo epidemioldgica da doenca de Chagas no Brasil

O Ministério da Saude publicou, em seu portal via internet, a situacdo epidemiologica
da doenca de Chagas no Brasil. Nela consta que animais que sdo reservatorios de T. cruzi estdo
se aproximando cada vez mais do ambiente em que as popula¢des humanas habitam. Também
hé o caso de surtos da doenca através da transmissao oral, devido ao consumo de alimentos
contaminados devido a falta de higienizacdo onde sdo produzidos, que séo, principalmente,
bacaba, caldo de cana e acai (BRASIL, 2022).

Em 2016 ocorreu um surto de Doenca de Chagas no estado brasileiro do Rio Grande
do Norte. Constatou-se, em quatro municipios, 18 casos positivos no estagio agudo da doenca.
Todos relataram terem consumido caldo de cana da mesma origem e 110 triatomineos foram

identificados no local em que a moagem da cana ocorria (VARGAS, 2022).
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Outros casos ocorreram em Santa Catarina em 2005, na qual ocorreram 19 casos
confirmados e 3 mortos por Doenca de Chagas apds beberem caldo de cana. A secretaria de
Vigilancia em Saude local confirmou que ndo existem barbeiros infectados na regido e que o
barbeiro ou seus dejetos foram moidos junto a cana (REIS, 2005).

Também h& surtos de Doenca de Chagas relacionados ao consumo de bacaba em
Araguaina no Tocantins, Brasil. Os pacientes com diagnostico confirmado consumiram o suco
dessa fruta que estaria contaminada (GLOBO,2019).

1.7 Outras formas de transmisséo

Outra forma de transmissdo ¢ a transmissao transfusional (transfusdo sanguinea) que
pode ocorrer quando doadores possuem parasitemia, porém esse meio de transmissdo nao
ocorre em grande escala atualmente. Bancos de sangue quando realizam os exames de rotina
dos doadores mostram individuos infectados, em vista disso, doadores residentes em areas
rurais apresentam maior nimero de exames com amostra positiva (Rey, 2002).

Diversos individuos descobriram que estavam infectados na doacgdo de sangue, com
isto um estudo realizado levantando dados do Laboratorio de Sorologia em que doadores
fizeram exames pré-transfusionais no Instituto de Hematologia e Hemoterapia do Amapa —
HEMOAP levantou dados de um periodo de 3 anos, na qual, dos 3% de doadores inaptos,
4,14% apresentaram amostras que reagiram ao T. cruzi. Porém, com os procedimentos de
triagem, os individuos com amostras positivas sdo identificados previamente, tornando
baixa a probabilidade desse tipo de transmisséo ocorrer (SILVA et al, 2022).

Também ha transmissdo congénita que oferece riscos como aborto, em que,
consequéncias materno-infantil sdo graves. O diagnoéstico para tal, ocorre através do pré-
natal, na qual o acompanhamento durante e ap0s a gestacdo € necessario, com auxilio de
tratamentos prévios, no entanto, 0s casos envolvendo essa transmissao também sdo baixos
ou quase nulos. (RAMOQOS, 2021)

Na transmissdo oral o consumo do acai esta relacionado com grande numero dos
casos da doenca pelos frutos ou da polpa, principalmente por ser um alimento muito comum
na regido norte do Brasil. Em que foi realizada a analise de amostras de acai pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, diversos produtos continham DNA do
Trypanosoma cruzi, este € 0 modo de transmissao ndo vetorial mais recorrente hoje no Brasil
(FERREIRA et al, 2014). Vale ressaltar, que o parasita ndo esta presente no alimento em si,
porém devido a falta de higiene dos locais onde sdo produzidos e, no caso do agai, a ndo-
pausteurizacdo, tornam-se propicios a contaminacédo do parasita, devido a presenca do vetor

nestes locais.
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Como medida profilatica, interromper os ciclos do parasita deve ser feito.
Saneamento ambiental, aplicacdo de inseticidas, desenvolvimento habitacional s&o
exemplos dessas medidas. Vale ressaltar a educagdo sanitaria da populacdo porque é
importante a consciéncia de que existem riscos e eles devem ser evitados. A participacédo
social é importante para a profilaxia da doenca e melhora da vigilancia epidemiolégica, a
fim de um bom controle. E importante destacar que quando é consumido alimento
contaminado é ingerido a forma infectante do parasita, tornando o consumidor passivel de
ser infectado, sendo assim, medidas de saneamento em locais em que séo produzidos ou
consumidos o alimento devem ser tomadas. (DIAS et al, 2016).

1.8 Como ¢ feito o diagnostico de Chagas?

O diagnostico da tripanossomiase americana ocorre por meio de métodos
parasitologicos diretos como: ELISA, PCR, Hemaglutinacdo, imunofluorescéncia direta,
Iamina corada de gota espessa ou esfregaco, entre outros (ALVES, 2018).

O primeiro kit de diagnostico molecular para Chagas foi registrado pela Fiocruz, o kit
NAT, nele é possivel identificar o DNA do T. cruzi. Por apresentar alta sensibilidade, com
apenas cerca de um décimo do material genético do parasito ja é possivel de fazer a
identificacdo. O teste é feito atraves de amostras do sangue coletado e a execugdo do exame é
realizada em cerca de quatro a cinco horas. O desenvolvimento deste método € inovador para
o diagnostico em recém-nascidos, contribuindo para o tratamento precoce (MENEZES, 2022).

Quando a doenca de Chagas evolui para a fase cronica, apds um periodo de 10 a 30
anos do inicio da infeccdo, ela pode comprometer os funcionamentos cardiacos e digestivos do
organismo. no entanto, um percentual baixo de portadores evolui a este comprometimento,
enguanto a outra parte possui um prognéstico bom (SANTOS et al, 2018).

Cerca de 30% dos portadores apresentam sintomas de insuficiéncia cardiaca grave,
distarbios multiplos no ritmo cardiaco e outros sintomas. Além de ocorrer distdrbios da
conducdo intraventricular e atrioventricular. Dessa forma, pacientes podem ir a 6bito devido a
taquicardia ventricular aguda — aceleracdo dos batimentos cardiacos —, considerado causador
principal da morte subita (SANTOS et al, 2018), com isso, é gerado a cardiomiopatia. O
Boletim Epidemioldgico sobre a Doenca de Chagas publicado em 2022 estabeleceu o nimero
de procedimentos e internac¢@es devido & Chagas (figura 13).
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FIGURA 13 - Quantificagdo dos procedimentos associados a doenca de Chagas e

internagdes ocasionadas por insuficiéncia cardiaca em individuos 1gG positivo.

Boletim Epidemiolégico | Secretaria cia em Saiide | Ministério da Saide

Nimero Especial | Abr. 2022

Razao padronizada de procedimentos relacionados a doenca de Chagas e populagao residente na faixa etaria
a partir de 50 anos (média 2017 a 2019)

Unidades Federadas Macrorregides de Saide Municipios

Razio proced. >49a /100hab Razio proced. 493 /1000 Razko proced. >49a /1000st RS

. L5127 . 0151099 . 0.00-0.00
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W 3561395 W 5.39-16.62 . 8.20-115.00 @
W 3.95-14.86 B 6.62-18.61 1:25.352.786 W 15.00434.82 1:25.352.786

Proporgdo de internagoes por insuficiéncia cardiaca com realizagdo de sorologia IgG para T. cruzi (média 2017 a 2019)
Unidades Federadas Macrorregioes de Saide Municipios

% Sarclogie-OC em IC.
. 0.00-10.00
. 0001070
B 070240
. 2404470
W 470411167
. 1167422
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N

1:25352.786
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Procedimentos na faixa etéaria acima de 50 anos e internag@es por insuficiéncia cardiaca relacionados a
Chagas. Fonte: Boletim Epidemiol6gico (Ministério da Satde,2022)
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CAPITULO 2

Neste capitulo é abordado as questfes bioéticas enfrentadas pelas pesquisas que
utilizam células-tronco, também é abordado os conceito de célula-tronco mesenquimal e quais
os critérios para defini-las como uma célula-tronco mesenquimal. Ha, também, descricdo de

como é realizada a coleta, isolamento e cultivo.
2.1 Questdes bioéticas envolvendo o uso de células-tronco

A ovelha Dolly (figura 14) ¢ um marco para a pesquisa celular, pois foi o primeiro
clone de mamifero feio a partir de uma célula adulta, fazendo a comunidade cientifica evoluir
nas pesquisas relacionadas as células-tronco. Em contrapartida, diversas discussdes juridicas
permeiam esse assunto, principalmente se tratando de pesquisas envolvendo células oriundas
do embrido humano. Nesta situacdo, ha debates sobre quando se inicia a vida e a quem ela

pertence, assim como outras discussdes envolvendo valores morais e a racionalidade.

FIGURA 14 - Ovelha Dolly

Primeiro clone de mamifero a partir de uma célula adulta, a ovelha Dolly. Fonte: Revista Galileu - Globo

Nesse sentido, a bioética discute de maneira mais ampla os tipos de pesquisa
envolvendo embriGes humanos, e 0 que seria eticamente aceito sobre essas pesquisas. Sendo
assim, a bioética e a Lei de Biosseguranca ddo autonomia aos genitores a decisdao de doar as

células-tronco de seus embrides, cabendo aos seus valores, sejam politicos, religiosos ou
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morais. Essa questdo de autonomia abre aos doadores de células-tronco o sentido de contribuir

com a ciéncia e o tratamento de pacientes (GOMES, 2007).

A Resolucéo N° 9, de 14 de mar¢o de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
do Ministério da Saude regula os Centros de Terapia Celular, em que dispbe de definigdes
sobre células-tronco e a quais instituicGes sdo conferidas 0 uso & pesquisa e tratamento,
determinando as atividades a serem realizadas, a fim de uma boa garantia de qualidade,
biosseguranca e uso, desde infraestrutura, armazenamento, registro, descarte, entre outros
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

2.2 Células-tronco mesenquimais

Células-tronco mesenquimais podem dar origem as células do tecido muscular cardiaco
(como o miocardio, tecido danificado pela fase crénica da Doenca de Chagas), as encontramos
no sangue periférico, corddo umbilical, medula dssea, peridsteo, disco intervertebral, tecido

conjuntivo do musculo esquelético e tecido adiposo (SOUZA et al, 2010).

Para definir o que é uma célula tronco mesenquimal, foram estabelecidos critérios pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy) os
quais estdo enumerados a seguir: 1. ao serem mantidas em cultura, devem ser aderentes ao
plastico; Il. devem ser negativas para os marcadores CD45, CD34, CD14 e CD11b, Ill. devem
ser positivas para os marcadores CD105, CD73 e CD90; IV. devem ser capazes de se
diferenciarem em condroblastos (células que estdo presentes na cartilagem hialina),
fibroblastos (compde do tecido conjuntivo e forma a substancia fundamental, parte extracelular
do tecido conjuntivo), osteoblastos (integra o tecido 6sseo, que produzem a por¢do organica da
matriz 0ssea) e adipdcitos (fazem parte do tecido adiposo, armazenando energia na forma de
gordura) ao serem apresentadas aos seus correspondentes in vitro. Esses marcadores de
membrana podem ser observados no quadro 1 (SOUZA et al, 2010).

Quadro 1 - Marcadores celulares e suas funcoes

Tipo celular (marcador) Funcéo

CD45 Transmite sinais entre células T e B;

CD34 Pode atuar conciliando as ligaces da CT hematopoética com
a matriz extracelular;
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CD14 Uma de suas capacidades é atuar como receptor de alguns
microrganismos

CD11b Receptor presente em alguns monadcitos, macrofagos, entre
outros;

CD105 Comp0e o receptor do fator transformador de crescimento-3
(TGFBR);

CD73 E uma fonte enzimatica da adenosina extracelular;

CD90 Permeia a adeséo celular.

2.3 Coleta e isolamento de células-tronco

A coleta de células-tronco mesenquimais pode ser realizada em alguns locais

especificos como medula 6ssea, na qual coleta-se na crista iliaca ou do osso trabecular (tecido

esponjoso mais leve); é possivel coletar do tecido adiposo, em que, € extraido fragmentos de

biopsia do tecido adiposo adulto ou lipoaspiracdo; e também coleta-se no corddo umbilical
(Figura 15).
FIGURA 15 - Coleta de sangue do corddo umbilical

o

arNa

Puncéo venosa do corddo umbilical Fonte: Associacdo Médica Brasileira

A idade do organismo em que as células sdo coletadas pode influenciar no rendimento

in vitro das células-tronco mesenquimais. Um estudo extraiu da medula de camundongos

amostras e foram realizados procedimentos de lavagem, cultivo e diferenciacéo a fim de

realizar uma analise quali-quantitativa de proliferacdo das células-tronco mesenquimais,

estabelecendo uma curva de crescimento. Dessa forma, os resultados mostraram que em

amostras de camundongos jovens, havia proliferacdo celular em 48 horas, enquanto ocorria
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uma diminui¢do do ndmero de células em amostras de camundongos mais velhos (FREITAS
etal, 2012).

O isolamento das células tronco é realizado através de marcadores de membrana
especificos in vitro ou in vivo, permitindo a diferenciagdo de diversos tipos celulares. No
entanto, células tronco mesenquimais ndo poderiam agir em fungdo do sistema imunol6gico
porque ndo apresentam MHC 11 e ndo apresentam as moléculas coestimulatorias* como, CD40,
B7-1 e B7-2. Essas representacfes do sistema imunoldgico serdo apresentadas na tabela

Quadro 2- Moléculas do sistema imune

MHC 11 Faz parte da apresentacdo dos antigenos aos
linfocitos T.
CD40 Possui papel importante como campo de

interacdo entre as respostas adaptativa e

inata.

B7-1e B7-2 Proteinas co-sinalizadoras para as células T

e sdo as mais bem definidas para elas.

2.4 Cultivo e autorrenovacéo das células-tronco

Outro método que € utilizado a fim isolamento e cultivo (Figura 16 e 17), é processar o
material coletado através de um aspirado da medula 6ssea com o uso de um gradiente de
centrifugacdo (que é utilizado para purificar particulas), logo, a amostra de células é coletada
e plaqueada em um meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) enriquecido com
penicilina/estreptomicina e soro fetal bovino.

Apo6s um periodo de 24h a 72h, é necessario remover as celulas ndo-aderentes trocando
todo 0 meio, em seguida, leva-se a cdmara Umida, com a temperatura de 37 °C com 5% de CO3,
as células que restaram. Com isso, deve-se trocar a cada 3 ou 4 dias 0 meio de cultivo até que
a confluéncia seja atingida por volta de 80%, este processo acontece em torno de 14 dias.

FIGURA 16 - Cultura sob superficie de plastico padrdo

1 Proteinas presentes na membrana plasmatica, fornecendo sinais as células T. Elas sio diversificadas, na qual,
cada uma possuira um papel fundamental.
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Realizacéo da técnica de meio de cultura Fonte: Veja

Quando a confluéncia é atingida, ou seja, quando todo o espaco do meio é ocupado, 0
crescimento é inibido, ocorrendo a necessidade de diversas passagens consecutivas a fim de
alcancar grande abundancia de células-tronco mesenquimais com alto enriquecimento
(AMORIN et al, 2012).

FIGURA 17 - Cultura de células tronco mesenquimais extraidas da medula e do tecido

adiposo de cées.

1A, 1B,1C, 2A, 2B e 2C: culturas de células-tronco de dois cdes em diferentes locais.: Isolamento e cultivo de
células tronco mesenquimais extraidas do tecido adiposo e da medula 6ssea de cdes. CIENCIA ANIMAL
BRASILEIRA.

Para compreendermos melhor as CT’s in vitro devemos entender o que € a senescéncia,
que esta ligada ao envelhecimento natural, ou seja, esté ligada a passagem do tempo em que as
células, tecidos e 6rgdos sofrem com esse efeito, fazendo o individuo passivel de ser acometido

por problemas crénicos. Com isso, a senescéncia celular pode estar ligada ao limite de
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replicacdo celular em uma cultura, a senescéncia pode ser induzida por estresse, ou por outros
fatores que geram a perda dos telémeros (TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

No entanto, essa teoria nos auxilia quanto a compreensao dos fatores de replicacdo das
células-tronco. Durante o estado de senescéncia, as células-tronco reduzem a aptiddo por
divisGes e o tempo de duplicacdo celular é acentuado, apresentando um potencial proliferativo
baixo. Alguns estudos relatam que a expressao da telomerase torna-se ausente e o comprimento
do teldmero € alterado. Foi demonstrada a presenca de citoplasma granular e morfologia (forma
e tamanho) alteradas durante o processo de senescéncia das células-tronco mesenquimais in
vitro. RIVAS, 2013).

Quando as CT’s estdo se adaptando a cultura, alterac6es cromossémicas sdo adquiridas,
sendo assim, essas alteracdes sao benéficas porque a habilidade de autorrenovacdo é mantida
e com o passar do tempo se fixam ao cultivo. (CORNELIO, 2012).

A autorrenovacao das CT’s também esté ligada a expressao de genes como o Nanog e
o Oct-4, em que a autorrenovacao € regulada por genes que fazem interposicdo na expressao
génica. O Nanog garante seu modo indiferenciavel e a aptiddo pela autorrenovacéo. Ja o Oct-
4, integra a construcdo do embrido, durante o desenvolvimento do feto, as caracteristicas das
células sdo reguladas pelo padrdo de expressao desse gene. Ndo ha atuacdo do Nanog caso 0
Oct-4 esteja ausente. Também h& o SOX-2, que tem por fungdo codificar uma proteina que
participa da estrutura dos cromossomos com a capacidade de manter contato com DNA
(BYDLOWSK et al, 2009).

Estes genes interagindo, fazem expressar 2.000 ou mais genes que irdo manter a
pluripoténcia, autorrenovacdo e plasticidade (Figura 18). Posto isto, as células-tronco
mesenquimais estdo capacitadas a se diferenciarem em diversas outras células (BYDLOWSK
et al, 2009).

FIGURA 18 - Oct4, Sox2 e Nanog interconectados mantendo a expressdo génica para

manter a pluripoténcia (adaptado)
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Oct4, Sox2 e Nanog interconectados resultando na expressdo génica. Fonte: Journal of Clinical Pathology por
Sjef Copray, Jul 20009.

Héa necessidade de regular a expressdo génica, a fim das células se diferenciarem. O
microRNA (RNA curto que nao realiza codificacdo) tem por funcdo danificar o RNA
mensageiro apos a transcri¢do, ocasionando a regulacdo da expressdo génica. Diante disto, o
microRNA é de importancia patolégica e fisioldgica porque auxilia na formacéo e distribuicdo
de tecidos (ZHU et al, 2015).

Para estas celulas-tronco se diferenciarem, alguns processos realizados por elas
ocorrem, como: 1. A regulacdo dos genes que comp®8e o material genético da célula; 2. Quando
a divisdo celular apresenta assimetria, ocasionando células-filhas diferentes das progenitoras;
3. Substéncias secretadas através das interagdes céelula-célula, formando uma &rea favoravel a
diferenciacdo (BYDLOWSKI et al, 2009).

Ao cultivar CT’s um controle genético deve ser realizado, para que as células ndo
sofram apoptose. Dessa forma, a qualidade destas células in vitro deve ser garantida, pois
cromossomos anormais deixam as células geneticamente instaveis, ou seja, 0 monitoramento
desses meios € imprescindivel. Para isto, protocolos sdo desenvolvidos com intuito de que em
pesquisas, pacientes transplantados com CT’s ndo possuam riscos de terem recebido células
potencialmente tumorais. Possiveis modificacdes nas estruturas dos cromossomos Ssdo
analisadas em Bandamento G, também séo realizadas analises de ldminas lavadas e coradas,
entdo, levadas a microscopia sob aumento de 1.000 X a contagem de 20 metafases é realizada
(PAYAO et al, 2022).

40



CAPITULO 3

Neste capitulo € descrito o potencial terapéutico das células-tronco mesenquimais para
tratar cardiomiopatia, apresentando alguns estudos em que estas células foram utilizadas para
tratar problemas do coragéo.

3.1 Medicina regenerativa

A medicina regenerativa possui objetivo de reparar ou manter estabilidade das fungdes
de tecidos e 6rgdos, utilizando diversos fatores que auxiliam sua pratica terapéutica, como
terapia genética e engenharia de tecidos. E fato que a terapia celular regenerativa com uso de
células-tronco é a que mais se desenvolve. Quando o tecido € exposto a estresse, como traumas,
ele ¢ lesionado, entdo, a medicina regenerativa substitui o tecido gasto, mantendo-o em estado
de homeostase. Sendo assim, a medicina regenerativa junto a engenharia de tecidos, podem
desenvolver o método de tratar cardiomiopatia chagésica crbnica com células-tronco
mesenquimais.

3.2 Controle de infeccdes

Com a finalidade de realizar um bom transplante, deve-se garantir um bom controle de
infecgOes, pois podem alterar o quadro do paciente, ocasionando consequéncias graves. Para
tal, medidas de profilaxia devem ser tomadas, dado isto, o controle de infeccdes deve ser de
extrema relevancia. O isolamento protetor € de extrema importancia, pois atender o paciente
utilizando equipamentos de protegéo individual e manté-lo em quarto privativo sdo medidas
necessarias. Porém, os agentes microbianos podem gerar infec¢@es de outras formas, pois eles
podem estar presentes nos refrigeradores de ambiente, na aplicacdo da dieta, entre outros
(GARBIN, et al, 2011).

3.3 Pesquisas que ja transplantaram células-tronco
3.3.1 Ensaios clinicos em Cuba

Em Cuba, os primeiros ensaios clinicos com células-tronco hematopoéticas foram
realizados oriundas da medula 6ssea de paciente que possuia quadro clinico de isquemia critica
no membro inferior, em que a indicacéo clinica era amputacdo. Nesse quadro, a evolucao do
transplante foi considerada favoravel, pois evitou a amputacdo do membro comprometido.
Apobs dois dias, o Instituto de Cardiologia e Cirurgia Cardiovascular junto ao Instituto de
Hematologia e Imunologia (que realizou o transplante acima) do Hospital Geral de Ensino
"Enrique Cabrera” implementaram um transplante no miocardio de células-tronco
hematopoéticas adultas em outro paciente que apresentava isquemia miocardica cronica pos-

infarto, seus resultados obtidos com o transplante foram favoraveis (RAMIREZ, 2011).
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Durante o periodo de um ano, uma equipe de pesquisa selecionou pacientes que
apresentavam lesdo fibroética pos-infarto. Apds a insercdo de alguns critérios de inclusdo e
exclusdo, apenas 25 pacientes que se voluntariaram e que estavam diagnosticados com infarto
agudo do miocardio ha 90 dias foram selecionados. Dividiram-nos em 2 grupos: 10 pacientes
foram para o grupo controle e 15 pacientes foram admitidos a intervencao.

Todos que iriam receber implantes intracoronarios realizaram testes bioquimicos e
hematimétricos, radiologias, ecocardiogramas, eletrocardiogramas e foram reavaliados
clinicamente. A equipe realizou dois cateterismos em cada paciente com a finalidade de
avaliacOes para diagnostico e terapia, com isto, no dia do implante a coletaram o material da
medula dos pacientes com punc¢do da medula 6ssea, foram retirados de 5-10mL de amostra em
cada uma das 4 seringas utilizadas.

Apos esses procedimentos, com auxilio de filtros de 100 um, o material foi filtrado e
parte do material foi armazenado, parte foi para o controle de qualidade e testes
microbioldgicos e outra parte condicionada a um procedimento que quantifica as células
CD34+. Quando o paciente e amostra estavam prontos, o segundo cateterismo era realizado
por uma equipe especializada, em que 5-15 mL de filtrado medular era aplicado através da via
intracoronaria e com auxilio de um microcateter, pés-implante o paciente foi reavaliado. Nas
avaliacOes por imagem, apos 3 meses, constatou-se que o volume e massa diastélica final foram
reduzidos, em comparacdo ao periodo pré-intervencdo, ou seja, os resultados foram
satisfatorios (FALCAO, 2009).

3.3.2 Transplante de células-tronco em biomodelos

Em outro estudo, avaliou-se apds o transplante de células-tronco mesenquimais, a
reestruturacdo do tecido que compde o coragéo, as células utilizadas vieram do tecido adiposo
de apenas um biomodelo. Foram definidos dois grupos: o controle (20 animais) e o induzido
com cardiomiopatia dilatada (20 animais), durante a indugdo ocorreu o acometimento do 6bito
de oito animais. Em seguida, definiu-se 4 subgrupos que receberia 4 tipos de técnicas: solucdo
salina com cloreto de sodio a 0,9%, células-tronco mesenquimais em meio de cultura apés
serem ressuspendidas, células-tronco mesenquimais que foram ressuspendidas em um plasma
que estava rico em plaquetas e somente plasma rico em plaquetas. Apds um periodo de 15 dias,
avaliou-se que o grupo em que foi inserido somente células-tronco, apresentou redugéo na
dilatagédo do corcédo (REIS et al, 2015).

Guarita-Souza, pesquisador de uso de células-tronco estimulou, em uma determinada
parede do ventriculo esquerdo de ratos, um infarto em seguida os dividiu em grupos e realizou

0s seguintes experimentos: I. inseriu meio de cultura de células-tronco no local do infarto em
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2 ratos (grupo controle); Il. 8 ratos ganharam células-tronco comuns; Il. 13 receberam células-
tronco mesenquimais. Apds o periodo de um més, o grupo controle apresentou fibrose e nao
obteve regeneracio, o grupo que recebeu as CT s mononucleadas manifestaram reestruturagéo
vascular e células epiteliais no local com fibrose, ja os que receberam as mesenquimais tiveram
regeneracdo vascular e células musculares lisas foram apresentadas (REIS et al, 2015).

A eficacia das células tronco para tratar cardiomiopatia chagasica foi testada em
camundongos isogénicos que foram submetidos a infecgcdo por Trypanossoma cruzi. Utilizou-
se células obtidas dos respectivos géneros de biomodelos saudaveis e as transplantaram em
camundongos com a cardiomiopatia. Apds dois meses do transplante, a miocardite dos
camundongos tiveram melhora significativa. Esta pesquisa demonstrou que a cardiomiopatia
pdde ser reversivel, visto que a fibrose que estava presente regrediu em uma proporcado
significativa. Os resultados foram significativamente duradouro porque a reducédo da fibrose
progrediu seis meses apds a terapia (SANTOS; SOARES; CARVALHO, 2004).

Os efeitos da terapia com células-tronco mesenquimais para tratar cardiomiopatia
chagasica cronica foram avaliados. Nessa analise, camundongos foram infectados 1000
tripomastigotas de T. cruzi e foram tratados com células-tronco mesenquimais, 0 grupo
controle recebeu salina. Os resultados obtidos demonstraram que células inflamatorias e a area
de fibrose apresentaram reducéo, 0 mesmo ndo ocorreu com o grupo que recebeu salina. Com
isto, esta estratégia de tratamento em biomodelos traz uma perspectiva favoravel ao
desenvolvimento da terapia em humanos (SILVA, 2018).

3.3.3 Estudo clinico em humanos no Brasil

Em humanos, um estudo clinico foi realizado em pacientes de 20 a 70 anos que tinham
insuficiéncia cardiaca ocasionada pela Doenca de Chagas, com objetivo de avaliar o transplante
de células da medula dssea. Previamente, os pacientes foram avaliados clinicamente com
questionarios sobre sua qualidade de vida e exames (que foram repetidos apos 180 dias).
Eletrocardiogarmas ambulatoriais foram feitos 24h antes de fazer o procedimento e
posteriormente também, para investigar as possibilidades do transplante danificar o miocardio.
Logo, em jejum de 12h foi colhido, filtrado e submetido a centrifugacdo com gradiente de
densidade, 50mL de aspirado de medula 6ssea dos pacientes. Apos o0 processo, em 20mL de
solucdo fisiologica as amostras foram diluidas, em seguida, ao cateterismo cardiaco esquerdo
por via femoral, seguida de angiografia coronariana e depois as células foram injetadas
lentamente.

Ao decorrer de um periodo de 6 meses, 0s pacientes ndo tiveram complicacdes

relacionadas a coleta do material e as injeces, os marcadores de necrose miocardica nao
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apresentaram alteracdes significativas. No periodo de 6 meses quatro pacientes vieram a 6bito,
devido a complicacGes da doenca, mas que nao estavam relacionados ao transplante. A funcédo
ventricular dos pacientes teve melhora baixa, mas significativa e a capacidade funcional
melhorou significativamente (VILAS-BOAS et al, 2010).
3.4 Como obter bons resultados para utilizar células-tronco?

Visto os dados contidos nas pesquisas acima, pode-se compreender que as células-
tronco mesenquimais podem tratar cardiomiopatia, mediante a isto, para obter bons resultados

deve-se:

=

Realizar uma boa coleta, armazenamento e transporte;

Garantir o isolamento;

Cultivar as amostras coletadas;

Manter o controle de qualidade do material;

Fazer testes microbiol6gicos;

Produzir laminas coradas, levar & microscopia e analisar a amostra;
Fazer triagem dos pacientes que irdo receber o transplante;

Executar um cateterismo para avaliacdo do coracgéo;

© © N o gk~ w N

Proceder um novo cateterismo para realizar o transplante;

10. Apos os procedimentos, assistir o paciente durante todo o tratamento.

Dado esses passos, 0 potencial terapéutico das células-tronco para tratar cardiomiopatia
chagésica crénica pode ser garantido.

3.5 O transplante de células-tronco é suficiente para resolver a cardiomiopatia chagasica?

O transplante de coracdo ainda é a melhor forma de tratamento, pois, utilizar as CT’s
ainda possui efetividade temporaria (FALCAO, 2009). Visto que ainda ha presenca do
Trypanossoma cruzi sob forma amastigota dentro das células, o parasita poderia voltar a
infectar o coracdo saudavel (REY, 2002). Sendo assim, utilizar as células-tronco melhora a
vida do paciente chagasico, pois ele pode apresentar melhoras, no entanto, ndo garante que o
paciente esteja totalmente curado.

Mediante a isto, hd um estudo que utilizou farmacos com atividade anti-trypanosoma
cruzi, em que as areas com fibrosadas e inflamadas tiveram reducao expressiva, alem disto, foi
possivel observar que a carga parasitaria pode ser reduzida (MEIRA, 2018)

Outro estudo, feito pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) em que o processo de
fibrose foi revertido e a funcéo cardiaca de camundongos foi fortalecida. A pesquisa consistiu

em um inibidor de um receptor de uma molécula do sistema imune, a proteina TGF-beta, na
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qual, o processo de cicatrizacdo é estimulado por ela. Ao realizarem os testes em camundongos,
a fibrose foi reduzida e a funcdo cardiaca obteve progresso. Durante quatro semanas esse
farmaco foi administrado, resultando na regeneracdo muscular (FIOCRUZ, 2019).
3.6 Como células-tronco séo utilizadas em outras doengas? O que ja é feito?
3.6.1 Leucemia

A Leucemia mielomonocitica crénica pode ser tratada por transplante de células-
tronco. De inicio ocorre o tratamento com quimioterapia e/ou radioterapia a fim de afligir as
células da medula 6ssea, logo, é transplantado no paciente novas células tronco para formarem
0 sangue. O paciente pode receber suas proprias células, chamado transplante aut6logo, ou
recebe de um doador, transplante alogénico. O transplante alogénico € o utilizado para tratar
este tipo de leucemia, contudo, nem todos 0s pacientes sdo curados, outros podem ser
acometidos por complicac@es (SILVA et al, 2021).
3.6.2 Outras doencas hematoldgicas

Para tais doengas sdo utilizadas células-tronco hematopoéticas, utiliza esse recurso
quando tratamentos classicos apresentam falhas e a mortalidade ligada ao transplante seja nula.
O tratamento intensivo é realizado para induzir efetividade contra a doenca do paciente
transplantado, porém, devido a quantidade de dados serem baixas, ha necessidade de estratégias
terapéuticas vigentes (RUIZ et al, 2009).
3.6.3 Doengas cardiovasculares

A terapia celular para tratar doencas cardiovasculares é uma das mais estudadas e o
namero de experimentacdo é alto. Os resultados dessas pesquisas sdo promissores, fazendo
com que as experimentagcdes em humanos ja estejam sendo feitas Entretanto, ndo sabe-se 0s
mecanismos de atuacdo destas células, sendo assim, para estes estudos serem amplamente
estudados deve-se compreender esses fatores, para tornar o tratamento menos invasivo e mais
eficaz (MOTA; SOARES; SANTOS, 2006).
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CONSIDERACOES FINAIS

Por conseguinte, compreende-se que estudar métodos terapéuticos a fim de contribuir
ao paciente na fase cronica da doenca de Chagas & de grande relevancia, devido as
consequéncias sofridas pelo individuo infectado e, principalmente, por Chagas ser uma doenca
negligenciada e afetar popula¢fes que muitas vezes nao sdo assistidas. Porém, as instituicoes
de salde junto ao governo devem contribuir com medidas profilaticas com finalidade de tentar
reduzir a transmissdo, desde reduzir os desmatamentos em que ocasionam a dispersdo dos
vetores as residéncias humanas, até levar conhecimento aos agricultores que cultivam acai e
bacaba, e aos trabalhadores da moagem de cana-de-agUcar, além de fiscalizar os produtos da
polpa do acai para obter o controle de qualidade e evitar a transmissao oral de Chagas.

Vale ressaltar, que as pesquisas com células-tronco sdo muito importantes como forma
terapéutica para cardiomiopatia e outras doencas cardiovasculares, devido ao seu potencial de
diferenciacdo. Diversas pesquisas ja comprovaram que seu uso é efetivo e que é seguro utiliza-
las devido ao controle de qualidade realizado e as formas de seguranca para proteger a saude
do paciente.

Este trabalho académico compreende que cumpriu com seus objetivos acerca de
abranger conhecimentos, estudos e pesquisas sobre o uso das células-tronco como terapia, e
também, possui a perspectiva futura de desenvolver este trabalho com conhecimentos
aprofundados e pesquisas de bancada, para obter mais resultados e auxiliar a melhoria na

qualidade de vida de diversas pessoas.
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