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PVTE e PVTA de cdes ao longo da exposicdo a doses cumulativas de
doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e na evolugcdo pés-transplante (MO a M6) de
células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal,
S =3 2010 4 TR

Figura 21 — Representacdo grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos PPE,
TEVE e TRIV de cdes ao longo da exposicdo a doses cumulativas de
doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e na evolugcdo pés-transplante (MO a M6) de
células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal,
S =3 2010 4 VOO OO

Figura 22 — Representacdo grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos
PVME/PVMA, PVTE/PVTA, PPE/TEVE e VMEF de cdes ao longo da exposicéo a
doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e na evolugdo p0s-
transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1) ou nao
(G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007)........ccuuteiiiiiiiieiriiiiiit et
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Figura 23 — Representacao grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos IE, IC e
ITEI de cées ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a
Dox210) e na evolugdo poés-transplante (MO a M6) de células-tronco
hematopoiéticas autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).......... 112
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FUNCAO CARDIACA DE CAES SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE
CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS EM DOIS MODELOS EXPERIMENTAIS
DE CARDIOMIOPATIA

RESUMO - No trabalho em tela, avaliou-se o potencial terapéutico do transplante de
células-tronco autol6gas em dois modelos experimentais de cardiomiopatia. Na primeira
parte, avaliou-se a funcdo cardiaca de cdes chagéasicos cronicos submetidos ao
transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas. Na segunda etapa, a terapia
celular foi realizada em cdes com cardiomiopatia dilatada induzida pela doxorrubicina.
Nas duas situagdes, as células-tronco foram obtidas da medula 6ssea, que foi coletada
e, subsequentemente, fracionada em gradiente de ficol. A seguir, as células
mononucleares foram recuperadas, lavadas e diluidas para transplantacdo
intracoronariana. A cateterizacdo das coronarias foi realizada pela técnica de Seldinger
e foram infundidas cerca de 60 milhdes de células em cada animal. Ao longo de seis
meses o0s caes foram avaliados mensalmente quanto aos parametros
eletrocardiogréaficos, ecocardiograficos e de pressdo arterial. Nos caes chagéasicos
poucos parametros se modificaram ao longo do periodo de avaliacdo, embora tenham
sido observadas varia¢gfes nos parametros ecocardiograficos PVAO, PPE, TRIV e ITEI.
Com relacdo aos cédes com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina, o periodo pés-
transplante foi caracterizado por variacdo importante nos parametros ecocardiograficos
DIVEs, SSPE, IEPs, PPE, TRIV, ITEI, SIV, PLVE, FEJ, FEC, VMEF e IE, embora nao
tenham ocorrido alteragcfes nas variaveis eletrocardiogréficas e de presséo arterial. Os
resultados mostraram evolugéo favoravel da funcao sistélica e diastélica do ventriculo

esquerdo em ambos os modelos utilizados.

Palavras chave: angiogénese, lesdo miocérdica, medicina regenerativa, angiografia,

terapia celular.
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CARDIAC FUNCTION OF DOGS SUBMITTED TO AUTOLOGOUS HEMATOPOIETIC
STEM CELL TRANSPLANTATION IN TWO EXPERIMENTAL MODELS OF
CARDIOMYOPATHY

ABSTRACT - This study was conceived to evaluate the therapeutic potential of
autologous stem cells transplantation in two experimental models os cardiomyopathy. In
the first part of the study, the cardiac function of dogs with chronic Chagas disease
submitted to hematopoietic stem cell therapy was assessed. In the second part, cell
teraphy was carried out in dogs with doxorubicin-induced cardiomyopathy. In either
situation, the animals included in the study underwent autologous bone marrow-derived
stem cell transplantation into the coronary arteries. Bone marrow was aspirated and
centrifuged in ficoll gradient. Mononuclear cells were collected, washed and diluted to
permit intracoronary delivery. Coronary catheterization was accomplished with the
Seldinger’'s technique, and approximately 60 million cells were transfunded in each
animal. Dogs were assessed for electrocardiographic, echocardiographic and blood
pressure parameters for six months at monthly intervals. Dogs with Chagas disease
showed improvement in only a few parameters during the period of study, although a
significant variation was seen in the echo parameters PVAO, PPE, TRIV and ITEI.
Regarding the dogs with doxorubcin-induced cardiomyopathy, the post-transplantation
period was characterized by an important change in the echocardiographic parameters
DIVEs, SSPE, IEPs, PPE, TRIV, ITEI, SIV, PLVE, FEJ, FEC, VMEF and IE, although no
change was documented in the electrocardiographic and blood pressure measurements.
Results showed enhancement of left ventricular systolic and diastolic functions in both

experimental models.

Key words: angiogenesis, myocardial damage, regenerative medicine, angiography,
cell therapy.
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REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

O termo cardiomiopatia refere-se a disfun¢do priméaria ou secundéaria do
miocardio, na auséncia de doenca valvar primaria ou doenca cardiaca congénita. Trata-
se de uma desordem que afeta tanto cdes como gatos, resultando numa séria
disfuncdo sistdlica e/ou diastdlica e insuficiéncia cardiaca congestiva. Dentre as
cardiomiopatias, as de maior importancia clinica em animais sdo a cardiomiopatia
dilatada, a cardiomiopatia hipertrofica e a cardiomiopatia restritiva (ATKINS & SNYDER,
1991; CAMACHO, 2001).

A cardiomiopatia dilatada (CMD) ocorre em uma grande variedade de
mamiferos e espécies aviarias, tendo sido reportado o primeiro caso em cédes em 1970
(ETTINGER et al.,, 1970). Existe demonstragao de deficiéncia de concentragdo de
carnitina miocérdica em alguns cées que sofrem da doenca, assim como outros podem
desenvolver CMD como sequela da miocardite causada por agentes infecciosos, como
o Parvovirus, o Trypanosoma cruzi (Doenca de Chagas), além de outros agentes, como
a Borrelia burgdorferi, Morbillivirus (virus da Cinomose) e Toxoplasma gondii. Outras
causas podem incluir isquemia do miocardio, infarto aterosclerético das coronarias,
toxinas (gossipol, por exemplo), doengas imunomediadas e administragdo de farmacos,
como a doxorrubicina. Além dessas, algumas endocrinopatias, como o hipotireoidismo e
o diabetes mellitus, também tem sido associadas a disfungdo miocardica em cées, bem
como desordens infiltrativas, como neoplasias, doengas de estoque do glicogénio e
amiloidose. Quando sua etiologia ndo pode ser determinada, a enfermidade é dita
idiopética e seu prognostico é mais desfavoravel (ALLWORTH et al., 1995; CAMACHO,
2001; SILVA, 2001).

A CMD ¢é caracterizada por insuficiéncia miocérdica sistédlica e
subsequente dilatacdo biventricular progressiva. Embora o dano miocéardico primario
seja refletido como perda da capacidade contratil, isto é, insuficiéncia sistolica, sabe-se



que a disfuncdo diastolica coexiste e pode, até mesmo, preceder a referida disfungéo
sistolica (KEENE, 1989; SISSON et al, 2000).

2. CARDIOMIOPATIA CHAGASICA

Um tipo caracteristico de cardiomiopatia é aquela causada pela
tripanosomiase sul-americana, popularmente denominada doenca de Chagas. Esta
enfermidade é uma zoonose causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
hemoflagelado transmitido pelo repasto sanguineo realizado pelos vetores (barbeiros)
pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduvidae e subfamilia Triatominae
(CHAGAS, 1909abc; WHO, 1974).

Apenas na América Latina, cerca de 17 milhdes de pessoas e equivalente
ndamero de animais domésticos e silvestres estdo infectados pelo Trypanosoma cruzi,
resultando em desordens cardiacas, musculares e neurologicas progressivas em
aproximadamente um terco da populacdo humana infectada (BASOMBRIO et al.,
1993). Em estudo de Dias (1987) estimou-se que aproximadamente cinco milhdes
pudessem estar contaminadas no Brasil. Desse total, acreditava-se que pelo menos
20% apresentariam a cardiopatia crbnica e por volta de 10% manifestariam
complicagOes digestivas. Embora importantes medidas de controle da enfermidade
venham sendo realizadas desde entdo, acredita-se que trés milhdes de pessoas sejam,
atualmente, portadoras da doenca de Chagas no pais (FIOCRUZ, 2006).

A infeccao dos individuos frequentemente ocorre na primeira década de vida.
Entretanto, as sindromes de envolvimento visceral organico comumente manifestam-se
decorridos vérios anos, sendo relacionadas a cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca,
alteracdes na conducao elétrica e na fase de repolarizacdo. Como resultado, ocorre
acentuada reducdo da duracdo média de vida, além do risco constante de morte subita
em qualquer estagio da doenca (WHO, 1974; AMORIM et al., 1982; ROSSI, 1994).

Clinicamente, a doenca de Chagas é subdividida em fases aguda, crbnica
assintomatica e crbnica cardiaca e/ou digestiva. Na fase aguda em seres humanos, o

grau de envolvimento do miocardio varia desde formas leves, assintométicas ou com



poucas manifestacdes clinicas, até formas graves, eventualmente fatais, que
constituem cerca de 3-5% dos casos. As lesdes sao disseminadas e podem atingir
varios 6rgaos ou sistemas, apesar das conseqiéncias fisiopatoldégicas mais importantes
estarem relacionadas ao coracdo e ao sistema nervoso central. A duragdo da fase
cronica assintomética é longa, variando de cinco a 30 anos em seres humanos, apos a
qual o paciente pode desenvolver a fase cronica cardiaca e/ou digestiva, que pode ser
assintomatica ou caracterizada por distarbios do ritmo cardiaco. Nos estagios
intermediarios, as manifestacdes clinicas se intensificam, podendo ser detectado
aumento do coracdo de grau leve a moderado; nos estagios finais, pode haver um
acentuado aumento do coragdo com insuficiéncia cardiaca congestiva, fendmenos
tromboembdlicos e arritmias graves (RAMOS, 1987; ROSSI, 1994).

O diagnéstico da doenca pode ser realizado empregando-se testes
soroldgicos, tais como a reacdo de imunofluorescéncia indireta, a qual detecta a
presenca de anticorpos IgG anti-T.cruzi, utilizando formas epimastigotas de T. cruzi,
cepa Y, obtidas a partir de cultura em meio liquido-LIT (FERREIRA & AVILA, 1994).

Desde a sua descoberta por Carlos Chagas em 1909, a realizacdo de
estudos em animais artificial ou naturalmente infectados permitiram a obtencédo de
maiores conhecimentos sobre o T. cruzi e suas manifesta¢fes clinicas. Como modelo
experimental da doenca da Chagas, animais reproduzem a forma aguda da infec¢éo
seguida por intervalos mais ou menos longos da forma crbnica assintomatica e,
posteriormente, ocorre manifestacdo das formas cronicas cardiaca e/ou digestiva,
sendo possivel acompanhar o desenvolvimento da cardiopatia chagéasica desde a fase
aguda até a fase crénica final, enquanto no ser humano, na maioria dos casos, s6 é
possivel o conhecimento dos estagios terminais (LARANJA & ANDRADE, 1980; WHO,
1984).

Apesar da cardiopatia chagasica ser amplamente estudada em sua forma
cronica em seres humanos, sua patogénese ainda permanece incerta, ndo existindo
consenso quanto aos mecanismos fisiopatolégicos exatos que levam a sua expressao
clinica (ROSSI, 1994; SCALABRINI et al., 1996).



No modelo experimental em cées € possivel observar o desenvolvimento
espontaneo da insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias e miocardite difusa, apds um
periodo prolongado da infec¢do cronica assintomatica. Contudo, exceto pelo estudo de
PASCON (2007) que avaliou cdes chagésicos ao longo de oito anos, ainda existe
pouca informacdo acerca da fase cronica da doenca nesta espécie (LARANJA &
ANDRADE, 1980; OLIVEIRA-ALVES, 2003).

Com o intuito de determinar o grau de comprometimento miocardico,
acompanhar sua evolucdo, estabelecer o prognéstico dos pacientes, inclusive
identificando aqueles predispostos a morte subita pela ocorréncia de disturbios do ritmo
cardiaco, bem como orientar o tratamento, tem sido indicada a realizagcdo de exames
complementares na cardiopatia chagasica, tais como eletrocardiograma, radiografia de
torax, além do ecocardiograma, o qual constitui método de grande utilidade para o
diagnostico e controle da evolugdo da doenca, devido a sua expressiva sensibilidade,
rapidez de execugdo e carater ndo invasivo, podendo, inclusive, revelar alteracdes
funcionais do miocardio mesmo em pacientes chagasicos sem alteracdes radiograficas
e eletrocardiograficas (ACQUATELLA et al., 1980; OLIVEIRA, et al., 1983).

3. CARDIOMIOPATIA INDUZIDA PELA DOXORRUBICINA

A doxorrubicina € um antibiético isolado a partir do fungo Streptomyces
peucetus var. caesius, identificado em 1969 e que desde entdo, € amplamente utilizado
tanto na oncologia médica quanto veterinaria. Seu mecanismo de acdo baseia-se na
intercalagcdo com o DNA, ligacdo a cétions divalentes e desencadeamento de reacdes
de oxidorreducdo. E provavel que a propriedade citotoxica mais importante seja a
capacidade de se intercarlar entre os pares de nucleotideos da dupla-hélice do DNA,
modificando a estrutura do cromossomo e causando bloqueio da sintese de DNA, RNA
e proteinas e, consequentemente, impedindo a replicacdo celular. Apesar de ativa
durante todo o ciclo celular, a doxorrubicina apresenta o maior efeito citotéxico durante
a fase S (fase de sintese do DNA). Devido suas propriedades citotoxicas e ao
desenvolvimento de cardiomiopatia iatrogénica relacionada a dose total utilizada, é



utilizado de modo limitado (SUSANECK, 1983; DAL FARRA et al., 1995; GANZ et al.,
1996; HERSHKO et al., 1996; JACOBS, 1996; DEFRANCESCO & HAUCK, 2000;
SILVA & CAMACHO, 2005; SOUZA & CAMACHO, 2006).

A metabolizacdo da doxorrubicina ocorre primariamente no figado através da
aldocetorredutase e glicosidases microssomais. Seu principal metabdlico é o
doxorrubicinol, que também apresenta algum efeito tumoricida, embora existam outros
metabdlitos de menor importancia. Em relacdo a sua excrecdo, uma pequena
quantidade da doxorrubicina é eliminada de forma inalterada pela urina, porém a maior
parte é excretada como metabdlitos na bile e fezes (GANZ et al., 1996; TOYODA et al.,
1998; TJEERDSMA et al., 1999; DIAS et al., 2003).

Por ndo ser absorvida pelo trato gastrointestinal, a doxorrubicina é
administrada exclusivamente por via intravenosa, sendo entdo amplamente distribuida
por todos os tecidos, com excecdo do sistema nervoso central. Trata-se de uma
substancia com amplo espectro de ag&o contra carcinomas e sarcomas, especialmente
linffomas e osteossarcomas em medicina veterinaria, mas em seres humanos vem
sendo utilizada na terapia do cancer de mama, de pulméo, leucemias, linfomas e
sarcomas. Com o desenvolvimento da oncologia veterinaria, o uso da doxorrubicina
tornou-se cada vez mais comum, dados os bons resultados no tratamento de diversas
neoplasias (SUSANECK, 1983; GANZ et al., 1996; TOYODA et al., 1998; TJEERDSMA
et al., 1999; DIAS et al., 2003).

Embora possa ser eficaz no tratamento de diversas neoplasias, o uso da
doxorrubicina € relativamente limitado pelo desenvolvimento da cardiomiopatia
degenerativa dose-dependente. Em seres humanos, o risco de ocorréncia de
cardiomiopatia grave aumenta se a dose cumulativa méxima de 550 mg/m? for
excedida. Diversos estudos conduzidos em animais de companhia tém demonstrado
gue a dose cumulativa téxica é bem inferior aquela conhecida em humanos. Para fins
terapéuticos em cdes, a doxorrubicina é utilizada na dose de 30 mg/m? aplicado
lentamente por via intravenosa, a cada trés ou nove semanas, sendo recomendado néo
exceder a dose de 240 mg/m®. Em gatos, é utilizada na dose de 20 a 25 mg/m? a cada

trés semanas, recomendando-se ndo ultrapassar a dose cumulativa de 90 mg/m?.



(SUSANECK, 1983; PASTORINO et al., 1989; PRICE et al., 1991; BERG et al., 1995;
DIAS et al., 2003; SOUZA, 2004; SILVA & CAMACHO, 2005; SOUZA & CAMACHO,
2006).

A cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina decorre da formacéo de
radicais livres, que levam a reagdes de peroxidagdo. Assim, a liberacdo de superéxidos
propicia a conversdo dos acidos graxos insaturados da membrana celular miocardica
em peroxidos lipidicos. Estes, por sua vez, inibem a biossintese da coenzima Qi e da
enzima sodio-potassio-adenosinatrifosfatase, resultando em alteragfes estruturais no
midcito, incluindo a formacdo de vacuolos, degeneracdo das mitocondrias, perda dos
miofilamentos e atrofia progressiva das miofibrilas. Adicionalmente, sabe-se que a
doxorrubicina desencadeia a liberacdo de outros mediadores inflamatorios, tais como a
histamina, metabdlitos do acido araquidénico e o fator de ativacdo plaquetario, os quais
podem favorecer a progressdo das lesdes nos miocitos. Tais alteracbes miocardicas
sdo consideradas cumulativas e ndo-reversiveis, resultando em dilatacdo cardiaca,
perda da capacidade contratil e remodelamento do musculo cardiaco (SUSANECK,
1983; TOMLINSON et al., 1985; GANZ et al., 1996; TOYODA et al., 1998; TJEERDSMA
et al., 1999).

A sindrome decorrente da cardiotoxicidade da doxorrubicina caracteriza-se
por insuficiéncia cardiaca congestiva, hipotensédo, anormalidades eletrocardiogréaficas,
arritmias e, até mesmo, morte subita. Dessa forma, logo apdés a administracdo do
farmaco pode ocorrer toxicidade aguda, a qual é caracterizada por arritmias, sendo a
taquicardia sinusal mais freqlientemente observada. Com doses cumulativas superiores
a 240 mg/m? sdo observados sinais semelhantes aqueles verificados na CMD
(TOMLINSON et al. 1985; DAL FARRA et al., 1995; SILVA, 2001; SOUZA, 2004, SILVA
& CAMACHO, 2005).

Os efeitos tdxicos da doxorrubicina ndo se limitam as alteracdes cardiacas.
De fato, as reacdes idiossincrasicas desencadeadas pelo uso desse agente
antineoplasico podem ser agudas, de curta duracdo ou crbnicas. Os efeitos toxicos
agudos ocorrem logo apos a aplicacdo do farmaco, séo transitérios e geralmente néao
estdo relacionados a dose cumulativa do quimioterapico. Em geral, tais reacdes



idiossincrasicas incluem tremores, eritema cutaneo, hipotensdo, vomito, anafilaxia e
arritmias cardiacas. Os efeitos adversos de curta duracdo costumam se manifestar
entre uma a duas semanas apds a aplicagcdo da doxorrubicina e, em geral, estao
relacionados a dose utilizada (ou a dose cumulativa). Podem incluir perda de peso,
diarréia, vémito, anorexia, hipoplasia de medula 6ssea, atrofia linféide e alopecia. As
alteracdes hematoldgicas podem incluir anemia discreta, leucopenia e trombocitopenia,
as quais se resolvem em até trés semanas apos a aplicacdo. Ja os efeitos toxicos
cronicos da doxorrubicina incluem alopecia, atrofia testicular e, principalmente, a
toxicidade cardiaca (SUSANECK, 1983; GANZ et al.,, 1996; TOYODA et al., 1998;
TJEERDSMA et al.,, 1999; DIAS et al.,, 2003; SOUZA, 2004; SILVA & CAMACHO,
2005).

4. TERAPIA COM CELULAS-TRONCO

O conceito de medicina regenerativa vem despertando grande interesse
cientifico nos ultimos tempos. A utilizacdo de células-tronco autélogas tem ganhado
importancia e vem tornando-se realidade apds experiéncias clinicas iniciais bem
sucedidas no tratamento de doencas cardiacas.

Dados do Ministério da Saude do Brasil apontam que os gastos do Sistema
Unico de Saude com procedimentos cardiolégicos de média e alta complexidade no ano
de 2003 foram superiores a 774 milhdes de reais. O mesmo ministério considera que
uma vez estudada e implementada, a terapia celular podera reduzir significativamente
0s gastos com tais procedimentos na préatica médica (STRAUER & KORNOWSKI, 2003;
MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Células-tronco sao células progenitoras de tecidos, ainda imaturas e que
podem se diferenciar, substituindo células de inUmeros tecidos.

Do ponto de vista evolutivo, as células-tronco podem ser embrionérias ou
adultas. As células-tronco embrionarias s@o oriundas da massa celular interna do
blastocisto embrional, mas, por questdes éticas, o potencial terapéutico destas células
ainda nao foi bem determinado. Dentre suas vantagens destaca-se o fato de serem



pluripotentes, o que permite que tais células se transformem virtualmente em todos os
tipos celulares do organismo. Em seres humanos, por exemplo, ja se demonstrou que
células-tronco embrionarias podem se diferenciar em miécitos cardiacos (TOMITA et
al., 1999; KEHAT et al., 2001; ORLIC et al., 2001; PITTENGER & MARSHAK, 2001;
STRAUER & KORNOWSKI, 2003).

Por outro lado, as células-tronco adultas, também chamadas células-
tronco somaticas mais recentemente, podem ser encontradas em tecidos como a
medula 0ssea, sendo subdivididas em hematopoiéticas e mesenquimais. Na medula
O0ssea humana, por exemplo, seu percentual é de aproximadamente 1 a 2% para as
células-tronco hematopoiéticas e inferior a 0,05% para as mesenquimais. Apesar de
serem encontradas em tecidos j& formados, sua plasticidade provavelmente Ihes
permite dar origem a células diferentes do 6rgdo original. Dessa forma, seria possivel
sua aplicacédo na repopulacéo de estruturas lesadas. Um ponto importante acerca da
terapia com células-tronco adultas é a relativa inexisténcia de implicacdes éticas
(MORRISON et al., 1997; TOMITA et al., 1999; KEHAT et al., 2001; ORLIC et al., 2001;
PITTENGER & MARSHAK, 2001; PERIN et al., 2003; STRAUER & KORNOWSKI,
2003; DEL CARLO, 2005).

Especificamente com relagdo ao musculo cardiaco, as células-tronco, uma
vez mobilizadas por citocinas e fatores estimuladores de colénia de granuldcitos,
tornam-se capazes de se implantar em &reas de infarto, sofrer replicagcdo e
diferenciacdo, podendo atuar como precursores do tecido muscular cardiaco,
promovendo o reparo miocardico. Em seres humanos, tanto células hematopoiéticas
guanto mesenquimais podem atuar como precursoras do tecido muscular cardiaco e
ndo simplesmente como precursores estromais. Entretanto, para que ocorra a
diferenciacdo é necesséario que as células-tronco se instalem no local apropriado. O
mecanismo exato pelo qual o meio influencia nessa diferenciagdo celular ainda
permanece incerto, mas acredita-se que o aumento da atividade funcional do 6rgéo,
associado aos mediadores farmacoldgicos e citocinas, possam promover e intensificar
esse processo de diferenciacdo de células oriundas da medula 6ssea em midcitos
cardiacos, passando a expressar proteinas contrateis especificas do musculo cardiaco
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estriado (ORLIC et al., 2001; PITTENGER & MARSHAK, 2001; LAFLAMME et al., 2002;
TOMA et al., 2002; STRAUER & KORNOWSKI, 2003).

Uma vez que as células-tronco podem virtualmente se diferenciar em
inmeros tipos celulares, a administracdo destas células em uma via apropriada ao
orgdo-alvo é extremamente desejavel. Desta forma, pode-se obter altas concentracfes
de células-tronco na area de interesse. Para o coracdo especificamente, as células
podem ser seletivamente administradas por via intracoronariana valendo-se de técnicas
de cateterizacdo. Este método pode ser utilizado em doencas cardiacas musculares,
como no infarto agudo do miocardio. A via intravenosa tem menor aplicabilidade, uma
vez que esta técnica requer inUmeras passagens circulatorias até que uma minima
quantidade de células-tronco seja implantada no musculo cardiaco. Além disso, seus
efeitos s&o limitados devido a atenuacdo decorrente da primeira passagem
transpulmonar. As células também podem ser administradas pela via trans-endocardica
por meio de um cateter apropriado, permitindo melhor determinagdo anatdmica da
distribuicdo e dos sitios de aplicacdo. Esta técnica de aplicacdo de células-tronco
utilizando-se de cateteres j& se mostrou segura em seres humanos, necessitando
apenas de anestesia local para permitir a passagem. Também apresenta como
vantagens o curto tempo necesséario para o desenvolvimento do procedimento, a
possibilidade de aplicacdo de grande quantidade de células, possibilitando um maior
aporte de células-tronco para o musculo cardiaco (KORNOWSKI et al., 2000; FUCHS et
al., 2001; FUCHS et al., 2002; STRAUER et al., 2002; PERIN et al., 2003; STRAUER &
KORNOWSKI, 2003).

Acredita-se que a diferenciacdo das células-tronco em um tipo especifico de
tecido ndo seja um evento pré-programado intrinsecamente. Na verdade, é bem
possivel que o processo de diferenciacéo celular seja desencadeado de acordo com o
sitio e o ambiente local de alojamento de tais células apds o procedimento de
transplantacdo. Enfocando especificamente o sistema cardiovascular, € sabido que as
células-tronco podem originar precursores de tecido muscular cardiaco, bem como
células dos vasos coronarianos. No transplante de células-tronco adultas oriundas da
medula d&ssea, € provavel que tanto as células hematopoiéticas quanto as
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mesenquimais participem no processo de reparacéo tecidual do miocéardio. As células-
tronco hematopoiéticas podem dar origem as células endoteliais que, por sua vez,
podem se diferenciar em células musculares cardiacas. J4& as células-tronco
mesenquimais podem originar midcitos cardiacos (MORRISON et al., 1997; PERIN et
al., 2003; STRAUER & KORNOWSKI, 2003; DEL CARLO, 2005).

Véarios mediadores quimicos presentes em miocardios lesados, incluindo
citocinas, fator de células-tronco e fatores de crescimento, parecem contribuir com o
processo de diferenciacdo das células-tronco derivadas da medula 6ssea em midcitos
cardiacos. Conforme progride a diferenciagdo celular, as novas células passam a
expressar as diversas proteinas contrateis do musculo cardiaco, tais como actina,
miosina, desmina, fosfolambanos, de forma semelhante as células originais do
miocardio. E possivel, ainda, que acentuadas atividades cronotropica e inotropica
possam favorecer um ambiente adequado ao processo de diferenciagcdo (MORRISON
et al., 1997; PERIN et al., 2003; STRAUER & KORNOWSKI, 2003).

E interessante notar que o uso de uma fracdo de células mononucleares
em detrimento do uso exclusivo das células-tronco pode favorecer a reparacao tecidual.
Desse modo, hemangioblastos podem participar na neovascularizagdo, células
mesodérmicas progenitoras podem se diferenciar em células endoteliais, e células
endoteliais progenitoras podem se transdiferenciar em cardiomiocitos. Adicionalmente,
células primitivas da medula éssea podem ser mobilizadas por citocinas e fatores
celulares até regides lesadas, onde poderdo se replicar, diferenciar e promover reparo
tecidual (MORRISON et al.,, 1997; PERIN et al.,, 2003; STRAUER & KORNOWSKI,
2003; DEL CARLO, 2005).
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FUNCAO CARDIACA DE CAES COM CARDIOMIOPATIA CHAGASICA CRONICA
SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS-TRONCO
HEMATOPOIETICAS

1. INTRODUCAO

Ha algum tempo vem se discutindo acerca do potencial terapéutico das
células-tronco na reparacdo do miocéardio lesado. Diversos estudos tém sugerido
resultados benéficos sobre a funcdo miocardica e a perfusdo coronariana
(STRAUER et al.,, 2002). Entretanto, ainda ndo esta claro se os efeitos obtidos
decorrem do incremento da circulagdo colateral, de um efeito direto sobre a
preservacdo miocardica ou da diferenciacdo das células-tronco em midcitos
funcionais (FUCHS et al., 2006).

O wuso de células-tronco hematopoiéticas em experimentos de
neovascularizagdo tem sido reportado na literatura internacional ja ha algum tempo
(ASAHARA et al.,, 2000; CARMELIET & LUTTUN, 2001; FUCHS et al., 2001).
Especificamente em pacientes com comprometimento da funcdo cardiaca, a
implantacdo de tais células no miocardio tem demonstrado melhora da contratilidade
e da perfusdo miocardica (KAMIHATA et al., 2001; SHAKE et al., 2002; TOMITA et
al., 2002).

Em seres humanos portadores de doenca de Chagas, os dados mostram
que o transplante de células-tronco hematopoiéticas autblogas por via
intracoronariana se traduz em resultados benéficos na melhora da capacidade de
exercitagdo do paciente, na qualidade de vida e, inclusive, nos parametros de
avaliagdo da funcao cardiaca (VILAS-BOAS et al., 2004; VILAS-BOAS et al., 2006).

Considerando-se os resultados promissores da terapia celular sobre a
funcdo cardiaca de seres humanos, objetivou-se, com este estudo, determinar os
efeitos do transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas em cdes com

cardiomiopatia chagéasica cronica experimental, avaliando-se as alteragfes
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desencadeadas sobre os parametros eletrocardiograficos, ecodopplercardiograficos
e de pressao arterial, bem como as eventuais complicacdes existentes ao longo do

procedimento.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local darealizacédo da pesquisa

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Cardiologia, Patologia
Clinica e Reproducdo Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
(HVGLN) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista — Unesp — campus de Jaboticabal — SP.

2.2. Animais

Foram utilizados cinco caes adultos, sem raca definida, fémeas, com peso
médio de 11,6 Kg, portadores de Doenca de Chagas em sua fase cronica
assintomatica, provenientes do Laboratorio de Cardiologia do HVGLN da FCAV —
Unesp, os quais foram previamente inoculados com Trypanosoma cruzi, cepa
Colombiana.

Os cées receberam imunoprofilaxia' contra parvovirose, coronavirose,
hepatite, leptospirose, parainfluenza, cinomose e raiva, além de vermifugacgéo® antes do
inicio do protocolo experimental. No mesmo periodo, também foram condicionados ao
ambiente experimental, por meio de visitas a sala de ecocardiografia.

Além disso, todos os animais receberam, diariamente, ragdo comercial® para
cdes e agua a vontade, assim como foram avaliados a fim de se verificar ingestéo
alimentar e hidrica. Periodicamente realizaram-se exames fisicos e laboratoriais nos

animais incluidos no estudo.

! Vanguard® HTLP 5/CV L e Defensor® — Pfizer — Guarulhos — SP.
2 panacur Plus® — Intervet — Sdo Paulo — SP.
® Friskies Alpo® — Nestlé Purina — Sdo Paulo — SP.
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2.2.1. Inducéao da cardiomiopatia chagasica

A amostra do Trypanosoma cruzi utilizada (cepa Colombiana) foi mantida em
camundongos albinos do Departamento de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo e, através de puncéo
intracardiaca, o sangue do camundongo foi colhido com auxilio de seringa e agulha
descartaveis contendo citrato de sddio, sendo, entdo, mantido em frasco adequado e
transportado em caixa de isopor contendo gelo (KLEIN, 1995; CAMACHO et al., 2000;
OLIVEIRA-ALVES, 2003).

Os caes foram inoculados por via intraperitoneal com 1.000 tripomastigotas
da cepa Colombiana de T. cruzi por quilograma de peso vivo, dose esta ideal para
produzir a fase cronica indeterminada ou assintomética (CAMACHO et al., 1994). A
contagem do numero de tripomastigotas foi realizada em cinco microlitros de sangue
entre lamina e laminula, em microscépio Optico, com objetiva de 40 e ocular de 10
(400x), em 100 campos. Diante desse numero, foram realizadas diluicdes com solugéo
fisiolégica a 0,95%, seguidas de recontagens, até a determinacdo da dose por
quilograma de peso vivo (KLEIN, 1995; OLIVEIRA-ALVES, 2003).

Apds inoculagéao, 0S animais  foram avaliados  fisica e
eletrocardiograficamente durante toda a fase aguda da enfermidade, que durou até a 52
semana poés-inoculacdo (KLEIN, 1995). Subsequientemente, os animais foram mantidos
nos canis do Laboratério de Cardiologia Veterinaria da FCAV-UNESP, campus de
Jaboticabal, tendo participado de diversas pesquisas conduzidas no laboratorio. Nesse
periodo, os animais continuaram sendo avaliados mensalmente por, aproximadamente,
dez anos e meio, periodo este correspondente a fase crénica indeterminada. Sendo
assim, tais animais foram submetidos a este experimento aproximadamente 127 meses
apos a inoculacéo, estando todos na fase cronica indeterminada da enfermidade.

Previamente ao inicio do protocolo experimental, os soros dos animais na
fase cronica indeterminada foram submetidos a reacédo de imunofluorescéncia indireta,
na diluicdo de 1:20 até 1:640 (Apéndice 1). O substrato antigénico, preparado com
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, cepa Y, obtidas de cultura, foram
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fornecidas pelo Departamento de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, campus de Ribeirdo Preto.
2.3. Terapia com células-tronco
2.3.1. Colheita da medula 6ssea

Para colheita da medula 6ssea, os animais foram submetidos a anestesia
geral. Desse modo, cada animal recebeu propofol* (8 mg/kg 1V), sendo intubado com
sonda de Magill de didmetro compativel com o porte do animal. Ato continuo, a sonda
foi conectada a um circuito anestésico do tipo semi-fechado?, por onde o cdo recebeu
sevofluorano® diluido em oxigénio puro (30 mL/kg/minuto) em concentracdo que
aproximava-se de 1,0 CAM (2,36%), mensurada em analisador de gases digital®.

Estando o animal anestesiado, procedeu-se o preparo cirirgico da regiao
iliaca direita, com tricotomia e anti-sepsia apropriadas. Utilizou-se uma agulha para
puncdo de medula 6ssea’, que foi introduzida cuidadosamente de modo paralelo ao
eixo principal da crista iliaca direita. Ao cessar a resisténcia a introdu¢do da agulha, o
mandril foi removido e iniciou-se o procedimento de aspiracdo da medula éssea
(Apéndice 2). Para tanto, foram utilizados seringas de 20 mL previamente
heparinizadas (20 U/mL). Desse modo, coletou-se aproximadamente 40 mL de medula
0ssea em cada um dos animais incluidos no estudo.

Uma vez terminada a colheita, encerrou-se a oferta do anestésico, sendo
0 circuito saturado com oxigénio. A sonda de Magill foi removida e aguardou-se a

recuperacao do animal.

! Profolen, Blausilgel®, Cotia — SP

2 Aparelho de anestesia inalatoria KT-10, série Nissei, Takaoka®, Sdo Paulo — SP
® Sevocris, Cristalia®, ltapira— SP

* DX 2010, Dixtal®, Manaus - AM

® Agulha Rosenthal 18G, Beckton-Dicknson®, Curitiba— PR
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2.3.2. Separacdo das células-tronco

Imediatamente apoOs colheita de tecido hematopoiético central, uma
pequena amostra do material foi utilizada para confeccionar um esfregago que, uma vez
corado, foi avaliado para se confirmar o conteddo medular. O material foi submetido a
contagem global de células®, a ser empregada posteriormente para quantificacdo da
amostra e célculo da recuperacdo celular. Em seguida, procedeu-se a separacdo da
fracdo de células mononucleares, na qual encontram-se as ceélulas-tronco
hematopoiéticas e mesenquimais, valendo-se da técnica descrita por BOYUN (1968).
Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar vertical do Laboratério de
Reproducdo Animal da FCAV-UNESP-Jaboticabal para evitar contaminagdo do
material.

A separacao foi realizada em gradiente de densidade com ficol (d=1,077
g/mL). Para tanto, o volume inicial de 40 mL de medula 6ssea foi dividido em duas
aliquotas de 20 mL colocadas em tubos estéreis de 50 mL. Em cada tubo foram
acrescentados 20 mL de solucéo fisiolégica®, perfazendo um volume de 40 mL, o qual
foi cuidadosamente homogeneizado com auxilio de um pipetador automatico®. Ambos
os tubos foram centrifugados* a 400G por 10 minutos a temperatura de 20°C. Ao
término desse periodo, procedeu-se a retirada de todo sobrenadante, principalmente a
porcdo gordurosa da medula éssea. Os tubos foram, entdo, completados com solugéo
fisioldgica até o volume de 40 mL, sendo homogeneizados com o pipetador automatico.
Outros dois tudos plasticos estéreis de 50 mL foram preparados, sendo transferidos 10
mL de ficol® para cada um deles com uma pipeta graduada estéri. A medula 6ssea
homogeneizada em solucéo fisiologica foi transferida para os tubos contendo ficol, de
modo que cada tubo continha 40 mL de medula 6ssea + NaCl 0,9% e 10 mL de ficol,
num sistema bifasico. Desse modo, foram constituidos dois tubos com tal composicao.

! Contador automatico de células ACT-8, Coulter, Estados Unidos

2 Solugdo fisiolégica NaCl 0,9%, JP IndUstria Farmacéutica, Ribeirdo Preto — SP
¥ Stripettor, Corning ®, S&o Paulo — SP

* Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen®, Tuttlingen, Alemanha

® Ficoll-Paque Plus, Amersham Biosciences®, Uppsala, Suécia
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Em seguida, realizou-se nova centrifugacdo a 400G por 15 minutos a
temperatura de 20°C. Parte do sobrenadante foi entdo removida com auxilio do
pipetador automético. Ato continuo, a camada de células mononucleares localizados
entre as fases de ficol e plasma foi aspirada e transferido para um novo tubo estéril de
50 mL. Esse procedimento foi realizado em ambos os tubos e o material restante (ficol
+ células vermelhas) foi descartado. Subsequientemente, a fragdo mononuclear recém
transferida para os novos tubos foi acrescida de meio de cultura celular' até o volume
de 40 mL em cada tubo, os quais foram novamente centrifugados a 400G por 7 minutos
a temperatura de 20°C. O sobrenadante foi removido utilizando-se do pipetador
automatico e o botdo celular localizado no fundo dos tubos ressuspendido em 15 mL de
solugdo de plasma canino a 5%, previamente preparada com material oriundo do
proprio animal. Uma vez homogeneizado na solucdo de plasma, a suspensdao celular foi
filtrada em membrana de 150 um. O filtrado foi novamente centrifugado a 400G por 10
minutos a temperatura de 4°C, o sobrenadante desprezado e as células resuspendidas
em 15 mL de solugdo de plasma canino a 5%. Uma aliquota foi removida para
quantificacdo celular em contador automatico.

Baseado nessa quantificacdo determinou-se o volume a ser aspirado, de
modo que aproximadamente 100 milhdes de células mononucleares fossem
transferidas para novo tubo. Uma vez transferido volume correspondente, acrecentou-
se solucéo de plasma canino a 5%, resultando numa soluc¢éo celular, cuja concentragéo
final foi de 10 milhGes de células mononucleares por mililitro. Na sequéncia, duas
seringas estéreis de trés mililitros foram utilizadas para aspirar seis mL da solugao
celular final. Esse material foi mantido sob refrigeracdo até o momento da aplicacdo
intracoronariana. Parte do material filtrado foi utilizado para determinagao da viabilidade
celular em camara de Neubauer pela técnica dye exclusion, baseada no liquido de turk,
que lisa as heméaceas e cora o nucleo dos granulécitos, e no azul de tripan, que cora
apenas as células mortas.

No Apéndice 3 podem ser visibilizadas imagens do processo de

separacao celular descrito anteriormente.

! RPMI 1640, Sigma ®, Saint Louis, Estados Unidos
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2.3.3. Transplante das células-tronco

Para proceder a cateterizagcdo coronariana os animais foram submetidos a
anestesia geral inalatéria. Como medicacdo pré-anestésica 0s caes receberam
levomepromazina® (1 mg/kg IV). Decorridos 15 minutos, procedeu-se a indug&o
anestésica com propofol® (8 mg/kg 1V), sendo os animais subsequentemente intubados
com sonda orotraqueal de Maggil de didmetro compativel com o porte do paciente.
Uma vez posicionada, o cuff foi inflado e a a sonda foi imediatamente conectada a um
circuito anestésico semi-fechado, através do qual vaporizou-se sevofluorano® em
concentracdo que se aproximava de 1,0 CAM (2,36%), diluido em oxigénio 100% (30
mL/kg/hora).

Estando o animal em plano anestésico adequado, procedeu-se a
tricotomia e anti-sepsia da face interna do membro pélvico direito. O animal foi entéo
posicionado sobre uma mesa hemodinamica mével*, acoplada ao angiégrafo em arco.
Subsequentemente, procedeu-se a cateterizacdo pela técnica de Seldinger. Assim, a
artéria femoral direita foi localizada e exposta por dissecacdo simples da pele, tecido
subcutaneo e musculatura com auxilio de lamina de bisturi, tesoura romba-romba e
pinca anatdémica. Concluido o procedimento, dois fios de reparo foram passados em
volta do vaso para facilitar sua exposicao. Assim, procedeu-se uma pungo-incisao na
face exposta da artéria utilizando-se de uma lamina de bisturi. Subsequentemente, a
artéria foi cateterizada com o cateter introdutor/dilatador® com guia de diametro 8F
(Apéndice 4). Para evitar o deslocamento indevido do cateter, o introdutor foi
imediatamente fixado a pele adjacente a area dissecada com fio mononylon 3-0. Pelo
introdutor/dilatador foi entdo inserido o cateter guia Judkins direito’ de diametro 6F.

! Neozine, Aventis®, Sao Paulo — SP

2 Profolen, Blausilgel®, Cotia — SP

® Sevocris, Cristalia®, ltapira— SP

* Angio Cardio CGT, J. Procépio Equipamentos Hospitalares, Itapecerica da Serra — SP

® OEC 9800 Plus, GE® Medical Systems S.A., Buc Cedex, Franca

® Cateter introdutor/dilatador com guia, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ

" Cateter guia Wiseguide Judkins Right, Boston Scientific Scimed®, Maple Grove, Estados Unidos
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Uma valvula hemostatica com duas vias® (valvula em Y) foi imediatamente acoplada ao
cateter Judkins para impedir o extravasamento de sangue e, simultaneamente, permitir
a introducédo subsequente do cateter. Procedeu-se, entdo, a introdugéo do cateter baldo
para angioplastia® (9 x 3,5), em cujo limen foi previamente introduzido o guia para
cateter de angioplastia® (0,14 x 19 cm). Com auxilio de imagens fluoroscépicas* em
tempo real, o cateter Judkins foi introduzido na artéria femoral e guiado pela aorta,
sendo posicionado no seio coronariano, imediatamente superior aos folhetos da valvula
aortica. Ato continuo, procedeu-se a angiografia coronariana (Apéndices 5 e 6) por
meio da aplicacdo de ioxitalamato de meglumina e de sédio® (cinco mililitros em injec&o
rapida). Observando-se as corondrias contrastadas, o cateter Judkins direito foi
posicionado frente ao éstio coronariano direito e, imediatamente, o guia para cateter de
angioplastia introduzido na coronaria direita com auxilio de um torquer® acoplado para
facilitar a movimentacédo do guia do cateter. Valendo-se de infusfes intermitentes de
ioxitalatamato de meglumina e de sodio, o guia foi ajustado adequadamente na
coronaria direita e permitiu o correto posicionamento do cateter baldo.

Sob visualizagéo fluoroscépica, o cateter baldo foi distendido com solucéo
fisiolégica. Tal procedimento foi realizado imediatamente antes da aplicacdo da solugéo
de células-tronco mantidas sob refrigeracao e por tempo inferior a 10 segundos. Assim,
aplicou-se trés mililitros da solugcdo previamente preparada, contendo cerca de 30
miln6es de células. Tendo finalizado o transplante das células-tronco na coronéria
direita, todo o sistema foi removido, exceto o introdutor/dilatador. Iniciou-se a
cateterizacdo da artéria coronaria esquerda, utilizando-se um cateter Judkins esquerdo’
de diametro 6F, o qual foi introduzido pelo mesmo introdutor/dilatador previamente
posicionado. Em seguida, os mesmos procedimentos descritos para a cateterizacéo da
artéria coronaria direita foram realizados até que fosse permitido o transplante da

! Valvula hemostatica com duas vias, Bioxx®, Rio de Janeiro — RJ

2 Cateter baldo Over-The-Wire Raptor, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ

® Guia para cateter de angioplastia, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ

* OEC 9800 Plus, GE® Medical Systems S.A., Buc Cedex, Franca

® Telebrix Coronar, Guerbet®, Rio de Janeiro - RJ

® Torquer para cateter guia, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ

" Cateter guia Wiseguide Judkins Left, Boston Scientific Scimed®, Maple Grove — Estados Unidos
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solucdo de células-tronco na coronaria. Inicialmente cateterizou-se 0 ramo
interventricular paraconal, onde foi injetado um mililitro e meio da solucdo preparada,
contendo cerca de 15 milhGes de células. Subsequentemente, cateterizou-se o ramo
cirfunflexo, no qual foi aplicado um mililitro e meio da solu¢céo preparada, contendo
adicionais 15 milhdes de células.

Tendo finalizado o procedimento, todos os cateteres foram removidos,
exceto o introdutor/dilatador. Previamente a sua remoc¢ao, procedeu-se a ligadura
parcial da artéria femoral, de modo a evitar hemorragias. O cateter introdutor/dilatador
foi retirado e a artéria femoral completamente ligada com fio mononylon 3-0 em dois
locais distintos, sendo um anterior e outro posterior ao sitio de incisdo por onde foi
introduzido o cateter dilatador. Ato continuo, procedeu-se a aproximacao do subcutaneo
com fio categute cromado 3-0 e a sintese da pele com fio mononylon 3-0. Procedeu-se
a limpeza da ferida cirtrgica e um curativo com anti-séptico foi feito no local. Apos o
procedimento, a oferta do anestésico foi suspensa, mantendo-se apenas o
fornecimento de oxigénio até a remocdo da sonda orotraqueal. Os animais receberam
como farmacos antibiético e anti-inflamatério benzilpenicilina benzatina® (25.000 Ul/kg

IM) e meloxicam? (0,2 mg/kg SC), respectivamente.

2.4. Avaliacao dos animais

2.4.1. Eletrocardiografia

Para a realizacdo do ECG, foi empregado aparelho computadorizado®, que
permitiu a obtencao simultanea de seis derivagdes (DI, DI, DIIl, aVR, avVL e aVF), na
velocidade de 50 mm/segundo. Para tanto, utilizou-se a calibragdo de um milivolt igual a
um centimetro, sendo o exame realizado de acordo com técnica descrita por TILLEY
(1992).

! Benzatron, Ariston®, S&o Paulo — SP
2 Movatec, Boehringer Ingelhein®, Itapecerica da Serra — SP
* Médulo de aquisico de eletrocardiograma para computador modelo ECG-PC, Teb® — S&o Paulo — SP
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Uma vez o cdo estando em decubito lateral direito, foram acoplados quatro
eletrodos, sendo um em cada membro locomotor, permitindo a obtencdo do tragcado
eletrocardiografico que foi gravado em arquivo eletrénico para posterior interpretacao.
Foram mensurados a duracéo e amplitude da onda P (Pms e PmV, respectivamente), a
duracéo do intervalo PR (PRms), a duragcdo do complexo QRS (QRSms), a amplitude
da onda R (RmV) e a duracgéo do intervalo QT (QTms). Para cada uma das variaveis,
foram consideradas as médias de trés medidas consecutivas. Adicionalmente,
mensurou-se a frequéncia cardiaca (FC) e registraram-se as alteracbes no ritmo
cardiaco e no segmento ST (WOLF et al., 2000).

2.4.2. Pressao arterial

A pressao arterial foi obtida por meio de aparelho de pressao nao-invasiva do
tipo oscilométrico™.

Para a determinacdo da pressao, os cdes foram inicialmente colocados em
decubito lateral direito e, em seguida, posicionado um manguito de monitoracdo de
pressao ao redor da base da cauda do animal. Foram aferidas as pressfes arteriais
sistdlica (PAS), média (PAM) e diastdlica (PAD), sendo considerado como valor final a
média de trés medidas consecutivas (MUCHA & CAMACHO, 2001).

2.4.3. Ecodopplercardiografia

Para realizacdo da ecocardiografia, foi empregado ecodopplercardiégrafo?,
com transdutor bifrequencial de 5,0 — 7,5 MHz, sendo os dados armazenados na
memoria do aparelho para realizagdo das medidas e calculos posteriormente.
Simultaneamente ao exame ecocardiografico, também foi realizado ECG bipolar
monocanal, para permitir a mensuragdo de algumas variaveis dependentes do tracado

eletrocardiografico, além de facilitar a observagéo imediata de eventuais arritmias.

' DX 2710 - Dixtal® — Manaus — AM.
2300S Pandion Vet — Pie Medical® Equipment — Maastricht — Holanda.
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Com o animal posicionado em decubito lateral direito, localizou-se a janela
paraesternal direita entre o quarto e quinto espacos intercostais. A partir da visualizagéo
bidimensional do ventriculo esquerdo em eixo transversal, obteve-se imagem em modo-
M, com o cursor posicionado equidistante dos musculos papilares em plano cordal.
Assim, foram mensurados o didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole (DIVES)
e diastole (DIVEd), espessura do septo interventricular na sistole (ESIVs) e diastole
(ESIVd), além da espessura da parede livre do ventriculo esquerdo também na sistole
(EPLVEs) e diastole (EPLVEd). Em sequéncia a imagem anterior, inclinou-se o
transdutor dorsalmente até que fosse visibilizada a artéria pulmonar. Utilizando-se
dessa imagem, o cursor Doppler foi posicionado distalmente as valvulas pulmonares,
sendo, entdao, mensurado o pico de velocidade do fluxo transpulménico (PVPUL)
utilizando-se do Doppler pulsado.

Subsequentemente, o animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo,
sendo obtida imagem apical quatro camaras pela janela paraesternal esquerda. A partir
dessa imagem bidimensional, mensurou-se o pico de velocidade do enchimento
ventricular esquerdo rapido — onda E (PVME) e lento — onda A (PVMA), posicionando-
se o cursor do Doppler pulsado na extremidade dos folhetos da valva mitral durante sua
abertura. A partir da imagem apical cinco camaras obtida pela mesma janela,
mensurou-se o pico de velocidade do fluxo transadrtico (PVAQO). Para mensuragédo do
periodo de pré-ejecao (PPE), determinou-se o tempo desde a onda Q observada no
tracado eletrocardiografico simultaneo até o inicio do fluxo aértico. O tempo de ejecao
ventricular esquerda (TEVE) foi mensurado do inicio ao final do fluxo transaortico. Para
mensuracdo do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), o cursor do Doppler
pulsado foi posicionado equidistante entre a via de saida do ventriculo esquerdo e o
fluxo transmitral, sendo determinado o tempo desde o término do fluxo transadrtico até
o inicio do enchimento ventricular rapido (onda E). Em seguida, obteve-se a imagem
paraesternal cranial do atrio direito e auricula, com visualizagdo da valva tricuspide. A
partir dessa imagem bidimensional, o cursor do Doppler pulsado foi posicionado na
extremidade dos folhetos valvares durante sua abertura para mensuragcao do pico de
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velocidade do enchimento ventricular direito rapido — onda E (PVTE) e lento — onda A
(PVTA).

Diversos indices ecodopplercardiograficos foram calculados, a saber:
espessamento fracional do septo interventricular (SIV), espessamento fracional da
parede livre do ventriculo esquerdo (PLVE), fracdo de ejecdo (FEJ), fracdo de
encurtamento (FEC), indice de estresse da parede ao final da sistole (IEPs), indice de
estresse da parede ao final da diastole (IEPd), indice de ejecdo (IE), indice cardiaco
(IC), encurtamento circunferencial das fibras miocardicas (VMEF), além das relacfes
entre PPE e TEVE (PPE/TEVE), PVME e PVMA (PVME/PVMA), e PVTE e PVTA
(PVTE/PVTA).

O indice de desempenho miocardico de Tei (ITEI) também foi calculado.
Para tanto, mensurou-se o intervalo entre o término do espectro da onda A mitral e o
inicio da onda E mitral subseqlente. Desse valor subtraiu-se TEVE, sendo o resultado
dividido pelo préprio TEVE (Apéndice 7).

O resultado das mensuracfes ecocardiogréficas foi considerado como a
média de trés ciclos cardiacos consecutivos. Especificamente para os parametros
Doppler, foram considerados trés ciclos cardiacos com picos maximos de velocidade e
o direcionamento do cursor foi otimizado por meio do sinal de audio, visando maximizar
0 espectro do pico de velocidade do fluxo sanguineo e obter o tom mais puro (BOON,
1998; SOUSA, 2004).

As formulas matematicas utilizadas para calculo destas variaveis podem ser
observadas no Apéndice 8 (TEI et al., 1995; BOON, 1998; SOUSA, 2004).

2.5. Momentos de avaliacao
Os animais foram avaliados antes (MO) e apds a realizacdo do transplante
autologo de células-tronco. Desse modo, o protocolo experimental contabilizou sete

avaliagdes seriadas:

* MO: avaliacdo basal, realizada antes do transplante de células-tronco;
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* M1: um més apos o transplante de células-tronco hematopoiéticas;

* M2: dois meses apos o transplante de células-tronco hematopoiéticas;

* M3: trés meses apos o transplante de células-tronco hematopoiéticas;

* M4: quatro meses apoés o transplante de células-tronco hematopoiéticas;
* M5: cinco meses apods o transplante de células-tronco hematopoiéticas;

* M6: seis meses apods o transplante de células-tronco hematopoiéticas.

Em todos os momentos de avaliacdo os animais foram submetidos aos
exames eletrocardiografico, ecodopplercardiografico e determinacdo da pressao
arterial. Adicionalmente, os cées eram observados todos os dias e avaliados

clinicamente em intervalos semanais.
2.6. Andlise estatistica

Os parametros eletrocardiograficos, ecodopplercardiogréficos e da pressao
arterial foram analisados por meio de analise de variancia, que determinou a existéncia
ou ndo de diferencas ao longo dos momentos de avaliacdo. Ao se constatar variagcao
significativa, empregou-se o teste de Dunnett para comparar individualmente cada
momento com o valor pré-transplante (M0). Desse modo, foi possivel determinar a partir
de que momento ocorreram alteragdes significativas nos parametros avaliados. Em
todas as andlises, considerou-se P<0,05 como significativo (GRAPHPAD, 1998).

A anélise estatistica foi realizada com o programa Graphpad InStat® vers&do
3.05 para Windows 95/NT, desenvolvido pela Graphpad Software®, San Diego,
Califérnia (2000).
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3. RESULTADOS

3.1. Preparo das células-tronco

Os procedimentos realizados durante a colheita e separacao das células-
tronco transcorreram sem quaisquer complicagcdes ou dificuldades.

Os dados referentes ao processo de separacédo celular encontram-se
registrados na Tabela 1.

3.2. Transplante das células-tronco

A cateterizacd0 coronariana para realizacdo do transplante das células-
tronco foi realizada com moderado grau de dificuldade devido ao diametro do Oéstio
coronariano nos cades incluidos no estudo. Obtivemos especial dificuldade no
procedimento de cateterizagdo da coronéria direita, cujo ato foi sempre acompanhado
do desenvolvimento de alteragdes no ritmo cardiaco e presenca de arritmias malignas
paroxisticas. Na cateterizacdo da corondria esquerda ndo ocorreu qualquer alteracédo
no ritmo ou na morfologia das ondas eletrocardiogréaficas. E interessante notar que no
inicio dos procedimentos, isto €, imediatamente antes da cateterizagdo coronariana,
todos os animais apresentavam ritmo sinusal ou taquicardia sinusal.

As alteracdes eletrocardiograficas observadas durante o procedimento de
transplante intracoronariano de células mononucleares aut6logas, bem como os
procedimentos realizados na tentativa de reverté-las, encontram-se descritos na Tabela
2.



Tabela 1 — Parametros avaliados durante o processo de separacao das células mononucleares de cées ¢
Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

. Células totais Concentragdo  Células totais
] Medula Concentracao L ) )
Animal . no inicio do do filtrado no final do Recuper:
coletada do aspirado

processamento lavado processamento
1 40mL  2,15x10/mL 0,86 x 10° 0,55 x 10%/mL 0,22 x10° 25,58¢
2 40mL 2,90 x 10/mL 1,16 x 10° 0,95 x 10%/mL 0,33 x10° 28,62¢
3 40mL  3,25x107/mL 1,30 x 10° 1,09 x 10°/mL 0,32 x10° 25,150
4 40mL  1,95x10/mL 0,78 x 10° 0,61 x 10°/mL 0,15 x 10° 19,489
5 40mL 2,55 x107/mL 1,02 x 10° 0,88 x 10°/mL 0,22 x10° 21,569




Tabela 2 — Alteracdes eletrocardiograficas, procedimentos realizados e evolucdo das altera¢gfes durante a catet
e o transplante das células-tronco hematopoiéticas autélogas em cées chagéasicos crénicos (n==-

(2007).
Animal Alteracoes ocorridas durante a cateterizacdo da coronaria direita
Alterac¢des no ritmo Alteragdes nas ondas ECG Procedimento realizado
Supresséo de milivoltagem,
1 - Remocéo do cateter
Inversdo da onda T
Taquicardia ventricular, Auséncia de ondas P, complexos Remocéo do cateter,
2 Fibrilagdo ventricular QRS largos e bizarros Desfibrilagdo
3 Bradicardia sinusal Supressao de milivoltagem Remocéao do cateter
4 - - -

Bradicardia sinusal,
Fibrilagao ventricular

Aumento da amplitude da onda T,
Inversdo da onda T, auséncia de
ondas P, complexos QRS largos e

bizarros

Remocéo do cateter,
Desfibrilag&o
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3.3. Obitos

Ocorreram dois Obitos dentre os cinco animais incluidos inicialmente no
estudo. O primeiro deles ocorreu durante o procedimento de cateterizacdo coronariana
para transplante das células mononucleares. Embora tenham sido feitas cinco
tentativas de desfibrilagcdo com carga crescente, o animal evoluiu desfavoravelmente
para parada cardiopulmonar. Seguiram-se, entdo, as manobras padrdao para
ressuscitacao cardiopulmonar, as quais foram ineficazes. O segundo animal apresentou
morte subita 13 dias apdés o procedimento. Tal animal apresentava-se clinicamente
estavel, sem indicios de disturbios do ritmo a auscultacdo e de arritmias malignas nos
dois exames eletrocardiograficos realizados desde o transplante das células
mononucleares. Desse modo, os resultados das avaliacdes referentes aos parametros

cardiovasculares foram considerados como a média dos trés animais sobreviventes.

3.4. Eletrocardiografia

Os parametros eletrocardiograficos avaliados antes do transplante das
células-tronco autdlogas e nos seis meses subsequientes ndo evidenciaram alteracées.
Embora tenha sido observada variacdo significativa no parametro Pms em M2, tal
variacdo néo foi evidenciada nos momentos seguintes.

A evolucdo dos parametros eletrocardiograficos, assim como os valores
de P referente a andlise de variancia, encontram-se representados na Tabela 3. A
representacdo grafica das meédias e desvios-padrdo dos  parametros

eletrocardiograficos pode ser observada na Figura 1 e 2.

3.5. Pressao arterial

A avaliacdo da pressdo arterial obtida por oscilometria evidenciou médias

estaveis ao longo dos seis meses pos-transplante. Desse modo, ndo existiu qualquer
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variacdo significativa em relacdo aos valores basais (pré-transplante) das pressdes
arteriais sistélica, média e diastdlica. A evolucdo de tais parametros, bem como 0s
valores de P referente a analise de variancia, encontram-se descritos na Tabela 4. A
representacdo grafica das médias e desvios-padrdo das pressds arteriais pode ser
observada na Figura 3.

3.6. Ecodopplercardiografia

A avaliacdo ecodopplercardiografica evidenciou variacdo significativa dos
parametros PVAO, PPE, TRIV e ITEI apds o transplante intracoronariano de células-
tronco autélogas. A partir de M3, observou-se aumento de PVAO (P>0,05) e reducéo de
PPE (P<0,05), bem como de TRIV e ITEI a partir de M4 (P<0,05). As demais variaveis
ecocardiograficas nao variaram durante a avaliacao.

A evolucdo dos parametros ecocardiograficos, assim como os valores de
P referente a andlise de variancia, encontram-se detalhados nas Tabelas 5 e 6. A
representacdo grafica das médias e desvios-padrdo dos parametros ecocardiograficos

pode ser observada na Figura 4 a Figura 10.



Tabela 3 — Parametros eletrocardiograficos (média + DP) em cées chagasicos cronicos (n=3) submetidos ao t
de células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Pardmetro MO M1 M2 M3 M4 M5
Pms 53,3+35 47,7140 45,7 +2,3* 48,0+1,7 46,7+ 3,5 51,0+1,7 !
Pmv 0,24 + 0,09 0,32 +0,03 0,29 + 0,08 0,20 + 0,05 0,27 + 0,03 0,27 + 0,04 0
PRms 105,3+4,0 923+8,1 94,7+6,8 86,7 + 20,3 95,3+19,7 97,0+10,0 1
QRSms 64,3 +16,9 69,0+ 13,1 60,0 + 10,0 74,3+9,8 56,7 £3,5 52,3+4,0 7
RmV 1,19 +0,88 1,63+0,51 1,47 £ 0,23 1,24 + 0,37 1,65+ 0,23 1,24 +0,86 0
QTms 204,7+4,0 2290+10,6 2133+ 35 2100+130 2057+150 2020+85 2
FC 1203+30,2 1290+235 1270+193 1250+293 1313+476 1290+363 1

Pms: duragdo da onda P (mseg); PmV: amplitude da onda P (mV); PRms: durag&o do intervalo PR (mseg); QRSms: durag&o do complexo Q¥
onda R (mV); QTms: duragao do intervalo QT (mseg); FC: frequiéncia cardiaca (bpm).

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a MO (pré-transplante)

Tabela 4 — Presséo arterial sistélica, média e diastdlica (média + DP) em cédes chagasicos crbnicos (n=3)
intracoronariano de células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5
PAS 132,0+124 1280+13,0 1290+140 124 7+114 121,7+168 1273 +7,6 1
PAM 97,0+34 99,0+2,6 101,0+4,0 101,7+2,1 96,7 £6,0 98,7+7,5 (
PAD 73,3+6,8 79,0+6,0 823+6,1 83,0+ 3,6 79,0+£5,0 78,0+9,5 (

PAS: presséo arterial sistélica (mmHg); PAM: presséo arterial média (mmHg); PAD: presséo arterial diastélica (mmHg).
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Figura 1 — Representagdo grafica das médias + DP dos parametros eletrocardiograficos Pms, PmV,
PRms e QRSms de cées chagasicos cronicos antes (MO) e apés (M1 a M6) transplante de
células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007)

* Diferenca significativa em relagcdo a M0 (P<0,05).
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Figura 2 — Representacéo gréfica das médias £ DP dos parametros eletrocardiograficos RmV, QTms e
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hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).
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Unesp, Jaboticabal, SP (2007).



Tabela 5 — Parametros ecocardiograficos (média + DP) obtidos pelo modo-M do ventriculo esquerdo em eixo tre
cdes chagasicos cronicos (n=3) submetidos ao transplante intracoronariano de células-tronco t
Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Pardmetro MO M1 M2 M3 M4 M5
DIVEs 2,03+0,38 1,80 +£0,34 1,80+0,15 1,88 +0,25 1,88+0,28 1,76 £ 0,25
DIVEd 2,99 + 0,15 2,67+0,24 2,99+0,12 3,02+0,22 2,68 +0,25 3,02+0,18
ESIVs 1,01 +0,10 1,04 £0,15 1,05+0,08 1,04 £ 0,05 0,93 £ 0,09 0,95 + 0,06
ESIvd 0,69 + 0,07 0,83 + 0,05 0,75 +0,08 0,79+0,14 0,83+0,17 0,66 + 0,04

EPLVEs 1,07+ 0,12 1,29+0,32 1,16 + 0,30 1,03+0,10 1,15+0,16 1,07 £ 0,26
EPLVEd 0,85+ 0,15 0,88 +0,19 0,73+0,10 0,69 £ 0,13 0,69 £ 0,18 0,64 + 0,15
SIv 49,67 +545 2533+435 40,00+£6,56 45,67 +3,13 35,00+1323 44,00+£8,44
PLVE 27,33+987 46,67+16,04 56,33+2150 52,00+17,35 46,33+1856 52,67 +17,21
FEJ 61,00+3,08 64,00+£572 6533+503 69,33+6,03 69,33+£8,39 70,67 +2,08
FEC 32,33+£9,29 3433+274 3533+4,04 38,00+458 39,00+2,77 39,00+ 1,00
IEPs 2,10+ 0,70 1,70+ 0,30 1,90 +£0,20 1,80+0,10 1,70+0,10 1,60 + 0,30
IEPd 4,40 + 0,20 3,90 +0,90 3,90 +1,50 2,70+ 0,40 2,70+ 0,70 2,90 + 0,90

DIVEs: diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole (cm); DIVEd: diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole (cm); ESIVs: e
em sistole (cm); ESIVd: espessura do septo interventricular em diastole (cm); EPLVES: espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em
da parede livre do ventriculo esquerdo em diastole (cm); SIV: espessamento fracional do septo interventricular (%); PLVE: espessam:
ventriculo esquerdo (%); FEJ: fragdo de ejecdo (%); FEC: fracdo de encurtamento (%); IEPs: indice de estresse da parede em sistole; IEPd:
diastole.
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Figura 4 — Representagéo grafica das médias = DP dos pardmetros ecocardiograficos DIVEs, DIVEd,
ESIVs e ESIVd de cdes chagésicos cronicos antes (MO) e apos (M1 a M6) transplante de
células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).
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Figura 5 — Representacéo grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos EPLVEs, EPLVEd,
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tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).
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hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).



Tabela 6 — Parametros ecocardiogréaficos (média + DP) obtidos pelo Doppler pulsado em cédes chagasicos cro
transplante intracoronariano de células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2

Parédmetro MO M1 M2 M3 M4 M5
PVPUL 0,73+0,15 0,77 £ 0,23 0,72+0,15 0,77 £ 0,20 0,72 +0,07 0,76 £ 0,11
PVAO 0,80 £0,21 1,11+ 0,02 1,11 + 0,03 124+0,28* 1,15+0,05* 1,14 +0,08*
PVME 0,52+ 0,08 0,49 +0,10 0,45 + 0,04 0,58 +0,17 0,54 + 0,06 0,60 +0,12
PVMA 0,65+0,18 0,72+0,10 0,66 + 0,07 0,72+0,15 0,74 +£0,15 0,78+0,11
PVTE 0,34 +£0,15 0,41 +0,09 0,42 +0,11 0,54 +0,20 0,65+0,19 0,48 + 0,05
PVTA 0,56 +0,16 0,70+0,12 0,59 +0,13 0,59 +0,15 0,68 +0,23 0,74 +0,15
PVME/PVMA 0,82 +0,10 0,68 + 0,06 0,67 +0,05 0,80 + 0,07 0,75+0,11 0,79 +£0,24
PVTE/PVTA  0,60+0,14 0,59 £ 0,02 0,72+0,11 0,74 £ 0,07 0,79+0,15 0,67 +£0,14
PPE 69,67 +7,02 6433+751 6333+551 52,00+6,73* 50,67 +6,11* 49,00+5,57*
TEVE 217,7+123 1990+358 219,0+17,1 2023+158 217,7+146 2123+157
PPE/TEVE 0,32+ 0,04 0,37+0,12 0,34+0,14 0,26 + 0,05 0,21 +0,03 0,21 + 0,04
TRIV 77,00+13,00 63,00+8,89 53,00+12,07 58,33+9,71 48,00+6,56* 48,33 +9,29*
VMEF 1,59 +0,83 1,94 +0,61 2,03+0,79 1,95+0,59 1,40 +£0,28 1,84 +0,13
IE 49,04 +8,07 68,64+10,80 77,65+10,03 74,26+19,81 73,38+1195 76,98+8,22
IC 5,52 +0,66 7,66 +2,69 8,68 + 2,83 8,05 +0,23 9,10 +2,00 8,00 + 1,38
ITEI 0,68 + 0,02 0,64 + 0,04 0,64 + 0,05 0,51 +0,09 0,47+0,03* 0,46 +0,06*_

PVPUL: pico de velocidade do fluxo trans-pulmonico (m/s); PVAO: pico de velocidade do fluxo trans-aértico (m/s); PVME: pico de velocidad
PVMA: pico de velocidade da onda A do fluxo mitral (m/s); PVTE: pico de velocidade da onda E do fluxo tricispide (m/s); PVTA: pico d
tricaspide (m/s); PVME/PVMA: relagdo entre PVYME e PVMA; PVTE/PVTA: relagdo entre PVTE e PVTA; PPE: periodo de pré-ejegéo
ventricular esquerda (mseg); PPE/TEVE: relagdo entre PPE e TEVE; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico (mseg); VMEF: vel
circunferencial das fibras miocardicas (circunferéncias/s); IE: indice de ejegdo (mL/batimento x m?); IC: indice cardiaco (L/min x m?); ITEI: ind

Tei.

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a MO (pré-transplante)
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Figura 7 — Representacéo grafica das médias + DP dos pardmetros ecocardiograficos PVPUL, PVAO,
PVME e PVMA de caes chagésicos crdnicos antes (M0) e ap6s (M1 a M6) transplante de
células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

* Diferencga significativa em rela¢éo a M0 (P<0,05).
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Figura 9 — Representagdo grafica das médias + DP dos pardmetros ecocardiograficos PPE, TEVE,
PPE/TEVE e TRIV de cdes chagasicos cronicos antes (M0) e apos (M1 a M6) transplante de
células-tronco hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

* Diferenca significativa em relagcdo a M0 (P<0,05).
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Figura 10 — Representacdo grafica das médias + DP dos parédmetros ecocardiogréficos VMEF, IE, IC e
ITEI de cdes chagasicos cronicos antes (M0) e apds (M1 a M6) transplante de células-tronco
hematopoiéticas autélogas. Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

* Diferenca significativa em relagdo a MO (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

O estudo em tela evidenciou melhora de alguns parametros utilizados na
avaliacdo da fungéo cardiaca. O processo de colheita da medula 6ssea e separacao da
fragdo mononuclear, na qual encontram-se as células-tronco, transcorreu sem
complicacbes, corroborando VILAS-BOAS et al (2006) que realizaram procedimento
similar em pacientes com doenca de Chagas e nao encontraram dificuldade na colheita
e no processo de fracionamento celular. O protocolo de separagdo utilizado neste
estudo é condizente com aquele citado por VILAS-BOAS et al. (2004) e VILAS-BOAS et
al. (2006), que também obtiveram taxa satisfatoria de recuperacao celular.

O transplante intracoronariano da solug¢édo de células-tronco foi marcado
pelo desenvolvimento de distarbios no ritmo cardiaco ao se cateterizar a artéria
coronaria direita. Tal fato ndo foi documentado por VILAS-BOAS et al. (2006) ao
desenvolver a mesma técnica em 28 pacientes humanos chagasicos. Em seres
humanos com angina refrataria, VICARIO et al. (2005) também n&o documentou
arritmias ou quaisquer dificuldades durante o procedimento de transplante da solugéao
de células-tronco, embora nesse caso, tenha realizado o transplante diretamente no
seio coronariano, diferindo de nosso estudo, cujo limen coronariano foi o sitio de
liberacdo da solucéo preparada. E provavel que o grau de isquemia desenvolvido pelos
caes durante a cateterizacdo coronaria direita seja superior aquele apresentado pelos
seres humanos incluidos nos estudos citados anteriormente, uma vez que também nao
encontramos dificuldades ou alteracbes eletrocardiograficas ao efetuarmos o mesmo
procedimento na artéria coronaria esquerda. Ressalta-se que as ramificacdes colaterais
da artéria coronaria direita sdo menos abundantes que aquelas apresentadas pela
coronaria esquerda, de modo que a hipoperfusdo e hipdxia do miocardio direito
desenvolvida ao longo da cateterizacdo dessa artéria tenham sido superiores aquelas
verificadas durante sua realizacdo na coronaria esquerda, contribuindo com o
surgimento das anormalidades eletrocardiograficas.

A oclusdo temporaria da artéria coronaria esquerda foi bem tolerada nos

animais. Embora as células transplantadas ndo tenham sido marcadas, € provavel que
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um percentual razoavel tenha se implantado no tecido miocardico. VICARIO et al.
(2005), valendo-se de técnica semelhante de ocluséo para aplicacdo da células-tronco,
constatou adequada distribuicdo das mesmas no miocardio lesado duas semanas apés
o procedimento. Embora seja considerada de facil realizacdo e menos invasiva, a
técnica de transplante intracoronariano escolhida para este estudo apresenta como
desvantagens a necessidade de treinamento adequado e equipamentos especializados
para sua realizacdo. Adicionalmente, existe a possibilidade de que parte das células
infundidas ndo se alojem no miocéardio lesado, distribuindo-se aleatoriamente pelo
organismo apés serem transportadas para a circulacdo sistémica (KORNOWSKI et al.,
2000; YOKOYAMA et al., 2006). Contudo, diversos estudos jA4 demonstraram que a
distribuicdo das células mononuclares transplantadas por via trans-coronariana € viavel
e permite que um numero consideravel de células, de fato, se instale no tecido
miocéardico. Em ratos com infarto do miocardio experimentalmente induzido, SAITO et
al. (2003) constataram que a maioria das células-tronco marcadas geneticamente e
infundidas diretamente nas coronarias encontravam-se alojadas na regido cicatricial e
pericicatricial e, inclusive, expressavam cadeias pesadas da miosina e troponina I-C
especifica dos cardiomiécitos.

Com relacdo aos dois 6bitos ocorridos neste estudo, VILAS-BOAS et al.
(2006) também relatou um caso de morte subita ocorrido ao longo de dois meses de
avaliacdo pos-transplante de células-tronco autélogas, ndo tendo, contudo, encontrado
relacdo causal ou temporal entre o procedimento e a morte. Um dos animais vitimados
apresentou morte subita alguns dias ap0s o transplante celular. Arritmias ventriculares
paroxisticas podem, eventualmente, ter desencadeado o quadro em questdo, uma vez
gue a ocorréncia de potenciais tardios ja foi demonstrada em humanos e caes com
enfermidade de Chagas (FERREIRA, 2003).

A auséncia de variacbes clinicamente importantes nos parametros
eletrocardiograficos apés a realizacdo da terapia celular nos pacientes incluidos neste
estudo provavelmente relaciona-se a inexisténcia de modificacdes estruturais e
funcionais no sistema de conducéo elétrica do miocardio. Além disso, no que tange as

variacbes nas dimensfes das estruturas cardiacas, tais como septo interventricular e
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parede livre do ventriculo esquerdo, mesmo que houvessem sido constatadas grandes
variagbes em seus diametros, ainda sim, dada a pouca sensibilidade do exame
eletrocardiografico em detectar tais modificacfes, seria possivel que as variaveis
eletrocardiograficas se mantivessem relativamente constantes ao longo do estudo
(TILLEY, 1992; GOODWIN, 2002). Ressalta-se ainda que, embora tenham sido
evidenciadas importantes arritmias durante o0 procedimento de transplante
intracoronariano, nao foram observados distirbios do ritmo ao longo dos seis meses
subsequentes. N&o obstante, a ocorréncia de arritmias ndo pode ser completamente
descartada, uma vez que os animais foram avaliados pontualmente, ndo sendo
submetidos a eletrocardiografia dindmica pelo periodo de 24 horas para se descartar
eventuais anormalidades eletrocardiograficas paroxisticas (GOODWIN, 2002; MUCHA,
2007).

Embora nado significativo a luz da andlise estatistica, pode-se observar
incremento dos parametros ecocardiograficos indicadores da funcdo sistdlica (FEJ e
FEC), bem como minimizacdo dos indicadores de pré-carga e pos-carga (IEPd e IEPs,
respectivamente). Considerando-se que a FEC é influenciada por pré-carga, pés-carga
e contratilidade, acredita-se que sua elevacao, neste caso, deva-se a reducdo na pos-
carga e a elevacdo da forca contratil do miocardio (BOON, 1998; FERRARIS, 2007).
Quanto a fracdo de ejecdo, embora retrate a variacdo fracional de uma medida
volumétrica (HENIK, 2002), é verdadeiramente derivada de mensuracdes realizadas em
imagens unidimensionais. Neste estudo, os volumes ventriculares esquerdos em sistole
e diastole foram calculados pela férmula cubica corrigida de Teichholz e, portanto, os
valores de FEJ sao proporcionais a FEC. Desse modo, a variacdo positiva constatada
nos parametros FEC e FEJ durante o estudo em tela corrobora os achados de VILAS-
BOAS et al. (2006) em seres humanos chagasicos, cujos beneficios do transplante de
células-tronco autélogas sobre a funcdo ventricular foram atestados valendo-se da
fracdo de ejecdo, com resultados satisfatérios determinados ja a partir do primeiro més
pos-transplante. De forma similar, SAITO et al. (2003) também verificaram melhora da
FEC e DIVEd em ratos que receberam células-tronco autdlogas duas semanas apos a

inducdo de infarto do miocéardio. Em ratos com cardiomiopatia chagasica, GUARITA-
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SOUZA et al. (2006) constataram elevacéo na fracdo de eje¢do quatro semanas apos 0
transplante de células-tronco mesenquimais autélogas oriundas da medula 6ssea em
associacdo com cultura de mioblastos esqueléticos.

Considerando-se que a relacdo PPE/TEVE é inversamente proporcional a
contratilidade miocardica em face da inexisténcia de variacées na frequiéncia cardiaca
(HENIK, 2002; SOUSA et al., 2007), tal parametro reflete o incremento da contratilidade
nos cdes submetidos ao transplante autélogo de células-tronco. Embora tenham sido
encontrados indicadores de reducdo da pré-carga e pés-carga, a reducao do volume
aumenta essa relacdo matematica, ao passo que a resisténcia diminuida a diminui.
Quando ambos sé&o considerados conjuntamente, entretanto, o reflexo dessas
variacdes sobre 0 parametro em questao € nulo (BOON, 1998), permitindo deduzir que,
de fato, a reducdo do PPE/TEVE ao longo do periodo de avaliacdo tem relacdo com a
melhora na contratilidade.

De fato, é provavel que a capacidade contratil tenha se aprimorado ao
longo do periodo de avaliacdo. A reducdo do volume de ejecdo é, sabidamente,
desencadeadora de reducédo no pico de velocidade mensurado em um espectro
Doppler transvalvar (BOON, 1998). Ao analisar os dados referentes aos picos de
velocidade dos fluxos transvalvares, nota-se elevacdo de todos ao longo do periodo
experimental, com destaque para o0 espectro trans-adrtico, cuja variacao foi, inclusive,
significativa a partir do terceiro més poés-transplante. Considerando-se que houve
reducdo da pré-carga nos animais estudados, € provavel que o volume de ejecdo tenha
sofrido acréscimo em face do incremento da contratilidade ou da reducéo da pés-carga
(FERRARIS, 2007).

No que tange a funcdo diastdlica, inicialmente todos os animais
apresentavam disfuncdo caracterizada por inversdo da relacdo E:A mitral, ou seja,
decorrente de relaxamento ventricular inadequado. Ademais, os valores elevados do
tempo de relexamento isovolumétrico encontrados nos mesmos animais sao
condizentes com tal condicdo. O comprometimento do relaxamento miocardico é fruto
da miocardite chagésica, cujos danos as fibras musculares, componentes do sistema de

sustentacdo e instersticio resultam em focos de fibrose (CAROD-ARTAL et al., 2003;
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OLIVEIRA-ALVES, 2003). A partir do quinto més pos-transplante notou-se, entretanto,
tendéncia de correcédo da relacdo E:A em dois caes estudados, bem como importante
reducdo do tempo de relaxamento isovolumétrico, fatos estes compativeis com a
reestruturacdo da complacéncia diastdlica do ventriculo esquerdo (BERRY et al., 2006).
Em estudo conduzido por SILVA et al. (2005) em cdes que apresentavam isquemia
miocardica cronica induzida experimentalmente, notou-se um menor grau de fibrose
cardiaca apoés transplante intramiocardico de células-tronco mesenquimais. Em outro
estudo, SCHUSTER et al. (2004) demonstrou que células progenitoras endoteliais
contidas na medula éssea podem induzir neovascularizacdo miocardica, previnir a
apoptose de midcitos e a substituicdo progressiva por colageno, impedindo, portanto, o
processo de remodelamento miocardico. Todavia, para o ventriculo direito, a avaliacdo
da fungcdo diastdlica é sabidamente mais complexa sem os recursos do Doppler
tecidual. Embora tal recurso nao tenha sido empregado na monitoracdo da funcéo
cardiaca dos pacientes estudados, ja se demonstrou disfuncdo diastdlica do ventriculo
direito em pacientes humanos chagéasicos (BARROS et al., 2002).

Analisando-se o indice de desempenho miocardico de Tei, pode-se
observar importante recuperacdo da funcédo cardiaca global ao longo do periodo
experimental. Este indice vale-se dos tempos de contracdo e relaxamento
isovolumétricos, bem como do tempo de ejecdo ventricular esquerda, para avaliar de
forma conjunta a funcdo sistolica e diastélica (TEI, 1995; PELLET et al., 2004).
Considerando-se ser o indice independente da geometria ventricular e ndo sendo
afetado significativamente por frequéncia cardiaca, presséo arterial, pré-carga e pos-
carga, os resultados encontrados neste estudo tornam-se condizentes com as demais
variaveis que retratam a funcao sistolica e diastolica de forma isolada (TEI et al., 1995;
SOUSA et al., 2007). A neovascularizacdo miocérdica induzida pelo transplante de
células-tronco pode, eventualmente, ter desencadeado a proliferacdo de midcitos
cardiacos, com efeitos benéficos sobre a contratilidade e, ainda, atenuado a reducéo da
complacéncia ventricular em face da fibrose miocardica (SCHUSTER et al., 2004;
SILVA et al., 2005; GUARITA-SOUZA et al., 2006).
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Um dos mecanismos propostos para a melhoria dos parametros de
avaliacdo da fungéo cardiaca diz respeito a neovascularizacdo do miocardio lesado. A
angiogénese, por sua vez, corresponde ao processo de formacdo de uma rede vascular
gue agrega diversos mecanismos, tais como brotamento, crescimento e remodelamento
(YANCOPOQULOS et al., 2000). O recrutamento de células musculares lisas e pericitos
ao redor das células endoteliais estabiliza o tubo vascular primitivo, tornando-se,
portanto, essencial na maturacdo do vaso em desenvolvimento. Tal processo é
regulado minuciosamente pela expressdo sequenciada de diversos fatores de
crescimento angiogénico, quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas proteoliticas
(SIMONS et al., 2000; YOKOYAMA et al., 2006). A populacédo de células oriundas da
medula 6ssea contém inimeros tipos celulares progenitores, incluindo células-tronco
hematopoiéticas, células progenitoras endoteliais e células-tronco mesenquimais.
Acredita-se que as células endoteliais progenitoras aumentem a perfusdo tecidual pela
diferenciacdo em células endoteliais no sitio de neovascularizacdo (KOCHER et al.,
2001), bem como pelo aporte de um coquetel natural de citocinas angiogénicas e
arteriogénicas para o miocardio (KINNAIRD et al., 2004). Estudo recente conduzido em
porcos com isquemia miocardica crénica evidenciou o aumento do fluxo coronariano
colateral, da densidade capilar e da contratilidade miocéardica regional apés a aplicacao
trans-endocérdica de células ndo selecionadas provenientes da medula Ossea
(KAWAMOTO et al., 2003).
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CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos ap6s o desenvolvimento da metodologia

proposta, foi possivel concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

O transplante intracoronariano de células-tronco autdlogas é exequivel em caes
com cardiomiopatia chagasica;

Embora as células mononucleares ndo tenham sido marcadas, a evolugao
positiva em alguns parametros ecocardiograficos ao longo do periodo
experimental sugere ser esta via satisfatoria no sentido de permitir o alojamento
celular no tecido miocardico;

As variacdes observadas nos parametros sistélicos demonstram efeitos
favoraveis sobre a capacidade contratil do miocardio no periodo pés-transplante;
As variacbes observadas nos parametros diastélicos do ventriculo esquerdo
revelam recuperacdo da complacéncia ventricular no periodo pdés-transplante,
com minimizacdo da disfuncéo diastdlica;

Arritmias e alteracfes eletrocardiograficas sugestivas de hipdxia do miocardio
representam as principais complicacdes verificadas durante o procedimento de
cateterizacdo intracoronariana direita, ao passo que a cateterizacdo da artéria
coronaria esquerda é bem tolerada em pacientes caninos com cardiomiopatia
chagésica;

Em cées chagasicos, o transplante intracoronariano de células-tronco autélogas
ndo desencadeia alteracbes clinicamente importantes nos parametros
eletrocardiograficos e na pressdo arterial no periodo de seis meses poés-
transplante;

O transplante de células-tronco hematopoiéticas autdlogas traz beneficios a

funcéo cardiaca de caes com cardiomiopatia chagasica crénica.
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FUNCAO CARDIACA DE CAES COM CARDIOMIOPATIA INDUZIDA PELA
DOXORRUBICINA SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE
AUTOLOGO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS

1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos tem se discutido bastante acerca do potencial
terapéutico das células-tronco. Trata-se, na verdade, da tentativa de conhecer um
tratamento alternativo a diversas enfermidades ja conhecidas. Sabe-se que as células-
tronco possuem a capacidade de auto-renovacdo e geracdo de células diferenciadas,
sendo portanto, uma populacdo de células imaturas progenitoras, as quais acredita-se
poder fornecer ou substituir células nos diversos tecidos do organismo (DOHMANN et
al., 2005).

Especificamente no que tange a fungdo cardiaca, diversos estudos vém
mostrando que a terapia celular pode, potencialmente, apresentar beneficios sobre a
funcdo cardiaca comprometida, tal como na doenca isquémica do miocéardico (SAITO et
al.; 2003; PERIN et al., 2004; FUCHS et al., 2006).

Embora apresente diversas indicacdes na oncologia médica e veterinaria,
a doxorrubicina tem seu uso limitado pelo desenvolvimento de uma cardiomiopatia
dose-dependente que pode, inclusive, resultar em insuficiéncia cardiaca congestiva
(SUSANECK, 1983; MAUDLIN et al., 1992; DE-ANDRADE, J.N.B. et al., 2005; SILVA &
CAMACHO, 2005; SOUZA & CAMACHO, 2006). Em um modelo experimental de
cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina em ratos, demonstraram-se modificagdes
favoraveis nos parametros de funcéo cardiaca determinados por ecocardiografia e em
um sistema de 6rgédo isolado, apos terapia com células mononucleares oriundas da
medula 6ssea (ISHIDA et al., 2004).

Considerando as diversas aplicacbes da doxorrubicina na pratica
veterinaria e humana, bem como valendo-se da cardiotoxicidade desse farmaco para o

desenvolvimento de um modelo experimental de cardiomiopatia dilatada, objetivou-se,
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com este estudo, avaliar a funcdo cardiaca de cées tratados cronicamente com
doxorrubina e submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas,
baseando-se em parametros eletrocardiograficos, ecodopplercardiograficos e de
pressao arterial.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local darealizacédo da pesquisa

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Cardiologia, Patologia
Clinica e Reproducdo Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
(HVGLN) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade

Estadual Paulista — Unesp — campus de Jaboticabal — SP.
2.2.  Animais

Foram utilizados sete cdes adultos (seis fémeas e um macho), sem raca
definida, com peso médio de 17,4 Kg, selecionados a partir do canil da Prefeitura
Municipal de Araraquara - SP.

Uma vez selecionados, os cées foram avaliados clinicamente valendo-se de
um detalhado exame fisico e do perfil laboratorial, composto, inclusive, de sorologia
para leptospirose e toxoplasmose, buscando-se excluir possiveis enfermidades
sistémicas. Subseqlentemente, procedeu-se a realizacdo de exame eletrocardiografico
e ecodopplercardiografico nos cées, de modo a descartar quaisquer cardiopatias.

Os animais receberam imunoprofilaxia® contra parvovirose, coronavirose,
hepatite, leptospirose, parainfluenza, cinomose e raiva, além de vermifugacéo?® antes do
inicio do protocolo experimental. Além disso, todos os animais receberam, diariamente,
racdo comercial® para cdes e Agua a vontade. Foram, ainda, condicionados ao
ambiente experimental, por meio de visitas a sala de ecocardiografia, além de passeios
com a equipe de trabalho.

Tendo terminado o periodo de selecdo e condicionamento dos animais, 0s
caes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais:

! Vanguard® HTLP 5/CV L e Defensor® — Pfizer — Guarulhos — SP.
2 Panacur Plus® — Intervet — S&o Paulo — SP.
® Friskies Alpo® — Nestlé Purina — S&o Paulo — SP.
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* G1: células-tronco — quatro fémeas, peso médio 18,7 kg;

* G2: controle — duas fémeas e um macho, peso médio 16,1 kg.

2.2.1. Inducéao da cardiomiopatia pela doxorrubicina

A indugéo da cardiomiopatia foi realizada da mesma forma em ambos os
grupos. Para tanto, foram utilizados frascos-ampola contendo 50 miligramas de
cloridrato de doxorrubicina®, sob a forma de pé liofilizado. Imediatamente antes da
infusdo, a doxorrubicina foi diluida em solucao fisioldgica? 0,9% estéril, obtendo-se uma
concentracao final de 2 mg/mL (SOUZA, 2004, SILVA & CAMACHO, 2005; SOUZA &
CAMACHO, 2006).

Os cades receberam 30 mg de cloridratro de doxorrubicina por m? de
superficie corpérea a cada 21 dias, por via intravenosa lenta, perfazendo uma dose
cumulativa de 210 mg/m? ao longo de sete aplicacdes. Previamente a cada aplicacéo
da doxorrubicina, administrou-se cloridrato de prometazina® (0,5 mg/kg) por via
intravenosa para minimizar a ocorréncia de efeitos indesejados decorrentes da
liberacdo de histamina (DAL FARRA et al., 1995; DIAS et al., 2003; SOUZA, 2004;
SILVA & CAMACHO, 2005; SOUZA & CAMACHO, 2006).

2.3. Terapia com células-tronco

Terminado o periodo de inducdo da cardiomiopatia, os animais foram
avaliados clinicamente por um més. Em seguida, os animais do grupo G1 foram
submetidos ao transplante autélogo de células-tronco e, subsequientemente, avaliados

pelo periodo de seis meses.

! Adriblastina® RD 50 mg — Pharmacia & Upjohn — Sio Paulo — SP.
2 Solugéo Fisioldgica de NaCl a 0,9% — JP Industria Farmacéutica — Ribeir&o Preto — SP.
® Fenergan, Aventis-Pharma®, Sdo Paulo — SP
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2.3.1. Colheita da medula 6ssea

Para colheita da medula éssea, procedeu-se a anestesia geral dos
animais. Desse modo, cada cdo recebeu propofol* (8 mg/kg 1V), sendo intubado com
sonda de Magill de diametro compativel com o porte do animal. Ato continuo, a sonda
foi conectada a um circuito anestésico do tipo semi-fechado?, por onde o c&o recebeu
sevofluorano® diluido em oxigénio puro (30 mL/kg/minuto) em concentracdo que
aproximava-se de 1,0 CAM (2,36%), mensurada em analisador de gases digital”.

Estando o animal anestesiado, procedeu-se o preparo cirlrgico da regiao
iliaca direita, com tricotomia e anti-sepsia apropriadas. Utilizou-se uma agulha para
puncdo de medula 6ssea”. Tal instrumento foi introduzido cuidadosamente de modo
paralelo ao eixo principal da crista iliaca direita. Ao cessar a resisténcia a introduc¢édo da
agulha, o mandril foi removido e iniciou-se a aspiracdo da medula 6ssea (Apéndice 2).
Para tanto, seringas de 20 mL previamente heparinizadas (20 U/mL) foram utilizadas.
Foram coletados aproximadamente 40 mL de medula 6ssea em cada um dos animais
de G1. Tendo terminado o procedimento de colheita, encerrou-se a oferta do
anestésico, sendo o circuito saturado com oxigénio. A sonda de Magill foi removida e

aguardou-se a recuperacao do animal.

2.3.2. Separacédo das células-tronco

Imediatamente apOs colheita de tecido hematopoiético central, uma
pequena amostra do material foi utilizada para confeccionar um esfregaco que, uma vez
corado, foi avaliado para se determinar a existéncia de sangue periférico. O material foi
submetido & contagem global de células®, a ser empregada posteriormente para

guantificacdo da amostra e célculo da recuperacao celular. Em seguida, procedeu-se a

! Profolen, Blausilgel®, Cotia — SP

2 Aparelho de anestesia inalatoria KT-10, série Nissei, Takaoka®, So Paulo — SP
¥ Sevocris, Cristalia®, Itapira— SP

“ DX 2010, Dixtal®, Manaus — AM

> Agulha Rosenthal, Beckton-Dicknson®, Curitiba — PR

® Contador automético de células ACT-8, Coulter, Estados Unidos
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separacao da fracdo de células mononucleares, na qual encontram-se as células-tronco
hematopoiéticas e mesenquimais, valendo-se da metodologia descrita por BOYUN
(1968). Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar vertical do Laboratoério de
Reprodugdo Animal da FCAV-UNESP-Jaboticabal para evitar contaminacdo do
material.

A separacao foi realizada em gradiente de densidade com ficol (d=1,077
g/mL). Assim, o volume inicial de 40 mL de medula 6ssea foi dividido em duas aliquotas
de 20 mL colocadas em tubos plasticos estéreis de 50 mL. Em cada tudo foram
acrescentados 20 mL de solucéo fisiologica®, perfazendo um volume de 40 mL, o qual
foi cuidadosamente homogeneizado com auxilio de um pipetador automético’. Ambos
os tubos foram centrifugados® a 400G por 10 minutos a temperatura de 20°C. Ao
término dessa etapa, procedeu-se a retirada do sobrenadante, constituido
especialmente da por¢cdo gordurosa da medula 6ssea. Os tubos foram, entdo,
completados com solucao fisiolégica até o volume de 40 mL, sendo subseqiientemente
homogeneizados com o pipetador automatico. Outros dois tudos plasticos estéreis de
50 mL foram preparados, sendo transferidos 10 mL de ficol* para cada um deles com
auxilio de uma pipeta graduada estéril. A medula éssea homogeneizada em solu¢ao
fisiolégica foi cuidadosamente transferida para os tubos contendo ficol, de modo que
cada tubo continha 40 mL de medula 6ssea + NaCl 0,9% e 10 mL de ficol. Desse modo,
foram constituidos dois tubos com tal composicéo.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 400G por 15 minutos a
temperatura de 20°C. Ao término da centrifugacdo, parte do sobrenadante foi removido
com auxilio do pipetador automético. Ato continuo, o anel de células mononucleares
localizados entre as fases de ficol e soro foi aspirado e transferido para um novo tubo
plastico estéril de 50 mL. Esse procedimento foi realizado nos dois tubos e o material
restante (ficol + células vermelhas) foi descartado. Subseqgientemente, os botbes de

células mononucleares recém transferidos para os novos tubos foram acrescidos de

! Solugdo fisiolégica NaCl 0,9%, JP Indistria Farmacéutica, Ribeirdo Preto — SP
? Stripettor, Corning®, S&o Paulo — SP

¥ Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen®, Tuttlingen, Alemanha

* Ficoll-Paque Plus, Amersham Biosciences®, Uppsala, Suécia
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meio de cultura celular' até o volume de 40 mL em cada tubo, os quais foram
novamente centrifugados a 400G por 7 minutos a temperatura de 20°C. Ao término do
procedimento, o sobrenadante foi removido utilizando-se do pipetador automatico e o
botdo de células localizado no fundo dos tubos foi ressuspendido em 15 mL de solucéo
de plasma canino a 5%, previamente preparada com material originario do animal em
guestdo. Uma vez homogeneizada na solucdo de plasma, a suspensao celular foi
filtrada em membrana de 150 um. O filtrado foi novamente centrifugado a 400G por 10
minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células
ressuspendidas em 15 mL de solucdo de plasma canino a 5%. Uma aliquota foi
removida para quantificacdo celular em contador automatico.

Baseado na quantificacdo anterior, o volume a ser aspirado foi
determinado, de modo que fossem transferidas para um novo tubo aproximadamente
100 milhdes de células mononucleares. Tendo sido transferido volume correspondente,
acrecentou-se solucdo de plasma canino a 5%, resultando numa solucéo celular, cuja
concentracdo final foi de 10 milhdes de células mononucleares por mililitro.
Subsequentemente, duas seringas estéreis de trés mililitros foram utilizadas para
aspirar seis mililitros da solucdo celular final, que foram entdo conservados sob
refrigeragdo até o momento da aplicagdo intracoronariana. Parte do material filtrado foi
utilizado para determinacéo da viabilidade celular em camara de Neubauer pela técnica
dye exclusion, baseada no liquido de turk, que lisa as hemaceas e cora o0 nucleo dos
granuldcitos, e no azul de tripan, que cora apenas as células mortas.

No Apéndice 3 podem ser Vvisibilizadas imagens do processo de

separacéao celular descrito anteriormente.

2.3.3. Transplante das células-tronco

Para proceder a cateterizacdo coronariana os animais foram submetidos a

anestesia geral inalatéria. Como medicacdo pré-anestésica 0s cdes receberam

' RPMI 1640, Sigma®, Saint Louis, Estados Unidos
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levomepromazina® (1 mg/kg IV). Decorridos 15 minutos, procedeu-se a induco
anestésica com propofol® (8 mg/kg IV), sendo os animais subsequentemente intubados
com sonda orotraqueal de Maggil de diametro compativel com o porte do paciente.
Uma vez posicionada, o cuff foi inflado e a sonda imediatamente conectada a um
circuito anestésico semi-fechado, através do qual vaporizou-se sevofluorano® em
concentracao que se aproximava de 1,0 CAM (2,36%), diluido em oxigénio 100% (30
mL/kg/hora).

Estando o animal em plano anestésico adequado, procedeu-se a
tricotomia e anti-sepsia da face interna do membro pélvico direito. O animal foi entdo
posicionado sobre uma mesa hemodinamica mével®, acoplada ao angiégrafo em arco®.
A cateterizagdo foi realizada por meio da técnica de Seldinger (SELDINGER, 1953).
Para tanto, a artéria femoral direita foi localizada e exposta por dissecacao simples da
pele, tecido subcutaneo e musculatura com auxilio de lamina de bisturi, tesoura romba-
romba e pinca anatdmica. Concluido o procedimento, dois fios de reparo foram
passados ao redor do vaso para facilitar sua exposi¢cdo. Desse modo, uma puncgo-
incisdo foi feita na face exposta da artéria utilizando-se de uma lamina de bisturi. Ato
continuo, a artéria foi cateterizada com o cateter introdutor/dilatador® com guia de
diametro 8F (Apéndice 4). Para evitar o deslocamento indevido do cateter, o introdutor
foi imediatamente fixado a pele adjacente a area dissecada com fio mononylon 3-0.
Pelo introdutor/dilatador foi entdo inserido o cateter guia Judkins esquerdo’ de diametro
6F. Uma valvula hemostatica com duas vias® (valvula em Y) foi imediatamente acoplada
ao cateter Judkins para impedir o extravasamento de sangue e, simultaneamente,
permitir a introducdo do cateter subseqtiente. Procedeu-se, entdo, a introducdo do
cateter baldo para angioplastia® (9 x 3,5), em cujo limen foi previamente introduzida a

! Neozine, Aventis-Pharma®, S&o Paulo — SP

?Profolen, Blausilgel®, Cotia — SP

® Sevocris, Cristalia®, Itapira— SP

* Angio Cardio CGT, J. Procépio Equipamentos Hospitalares, Itapecerica da Serra — SP

® OEC 9800 Plus, GE® Medical Systems S.A., Buc Cedex, Franca

® Cateter introdutor/dilatador com guia, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ

” Cateter guia Wiseguide Judkins Left, Boston Scientific Scimed®, Maple Grove, Estados Unidos
& Vélvula hemostética com duas vias, Bioxx®, Rio de Janeiro — RJ

% Cateter baldo Over-The-Wire Raptor, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ
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guia para cateter de angioplastia® (0,14 x 19 cm). Com auxilio de imagens
fluoroscépicas® em tempo real, o cateter Judkins foi introduzido através da artéria
femoral e artéria aorta, sendo posicionado no seio coronariano, imediatamente superior
aos folhetos da valvula adrtica. Realizou-se a angiografia coronariana com aplicacéo de
ioxitalamato de meglumina e de sédio® (cinco mililitros em injecdo rapida). Com as
coronarias contrastadas (Apéndice 5), o cateter Judkins esquerdo foi posicionado frente
ao Ostio coronariano esquerdo e, imediatamente, o guia para cateter de angioplastia
introduzido na coronaria esquerda com auxilio de um torquer* acoplado para facilitar a
movimentacao do guia. Infundindo-se ioxitalamato de meglumina e de sd6dio de modo
intermitente, o guia foi introduzido adequadamente na coronaria esquerda e o cateter
baldo posicionado de forma correta. Sob visualizacao fluoroscopica, o cateter baldo foi
distendido com solugéo fisiologica. Tal procedimento foi realizado imediatamente antes
da aplicacdo da solucdo de células-tronco mantidas sob refrigeragdo e por tempo
inferior a 10 segundos. Inicialmente cateterizou-se o ramo interventricular paraconal, no
gual foram liberados trés mililitros da solugcéo preparada, contendo cerca de 30 milhdes
de células. Subsequentemente, cateterizou-se o ramo circunflexo, onde foi injetado trés
mililitros da solugéo preparada, contendo adicionais 30 milhdes de células.

Tendo finalizado o procedimento, todos os cateteres foram removidos,
exceto o introdutor/dilatador. Previamente a sua remocdo, procedeu-se a ligadura
parcial da artéria femoral, de modo a evitar hemorragias. O cateter introdutor/dilatador
foi retirado e a artéria femoral completamente ligada com fio mononylon 3-0 em dois
locais distintos, sendo um anterior e outro posterior ao sitio de incisdo por onde foi
introduzido o cateter dilatador. Em seguida, procedeu-se a aproximacao do subcutaneo
com fio categute cromado 3-0 e a sintese da pele com fio mononylon 3-0. A ferida
cirdrgica foi limpa e um curativo com anti-séptico feito no local. Apds o procedimento, o
fornecimento do anestésico foi suspenso, mantendo-se apenas o fornecimento de

oxigénio até a remocdo da sonda orotraqueal. Os animais receberam como farmacos

! Guia para cateter de angioplastia, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ

2 OEC 9800 Plus, GE® Medical Systems S.A., Buc Cedex, Franca
® Telebrix Coronar, Guerbet®, Rio de Janeiro — RJ

* Torquer para cateter guia, Bioxxi®, Rio de Janeiro — RJ
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antibiotico e anti-inflamatério benzilpenicilina benzatina® (25.000 Ul/kg IM) e meloxicam?

(0,2 mg/kg SC), respectivamente.

2.4. Avaliacdo dos animais

2.4.1. Eletrocardiografia

Para a realizacdo do ECG, foi empregado aparelho computadorizado®, que
permitiu a obtencdo simultanea de 6 derivacdes (DI, DII, DI, aVvL, aVF e aVR), na
velocidade de 50 mm/segundo. Para tanto, utilizou-se a calibragdo de um milivolt igual a
um centimetro, sendo o exame realizado de acordo com técnica descrita por TILLEY
(1992).

Uma vez o céo estando em decubito lateral direito, foram acoplados quatro
eletrodos, sendo um em cada membro locomotor, permitindo a obtencdo do tracado
eletrocardiografico que foi gravado em arquivo eletrénico para posterior interpretacao.
Foram mensurados a duracao e amplitude da onda P (Pms e PmV, respectivamente), a
duracédo do intervalo PR (PRms), a duragao do complexo QRS (QRSms), a amplitude
da onda R (RmV) e a duracao do intervalo QT (QTms). Para cada uma das variaveis,
foram consideradas as médias de trés medidas consecutivas. Adicionalmente,
mensurou-se a freqiéncia cardiaca (FC) e registraram-se as alteracdes no ritmo
cardiaco e no segmento ST (WOLF et al., 2000).

2.4.2. Pressao arterial

A presséao arterial foi obtida por meio de aparelho de presséao nao-invasiva do

tipo oscilométrico”,

! Benzatron, Ariston®, S&o Paulo — SP

% Movatec, Boehringer Ingelhein®, Itapecerica da Serra — SP

¥ Médulo de aquisicdo de eletrocardiograma para computador modelo ECG-PC — marca TEB — S&o Paulo — SP
* DX 2710 - Dixtal® — Manaus — AM.
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Para a determinagéo da presséo, os caes foram inicialmente colocados em
decubito lateral direito e, em seguida, posicionado um manguito de monitoracao de
pressédo ao redor da base da cauda do animal. Foram aferidas as pressdes arteriais
sistélica (PAS), média (PAM) e diastélica (PAD), sendo considerado como valor final a
média de trés medidas consecutivas (MUCHA & CAMACHO, 2001).

2.4.3. Ecodopplercardiografia

Para realizacdo da ecocardiografia, foi empregado ecodopplercardiégrafo?,
com transdutor multifrequencial de 5,0 — 7,5 MHz, sendo os dados armazenados na
memoria do aparelho para realizacdo das medidas e célculos posteriormente.
Simultaneamente ao exame ecocardiografico, também foi realizado ECG bipolar
monocanal, para permitir a mensuracdo de algumas variaveis dependentes do tracado
eletrocardiografico, além de facilitar a observagcao imediata de eventuais arritmias.

Com o animal posicional em decubito lateral direito, localizou-se a janela
paraesternal direita entre o quarto e quinto espacos intercostais. A partir da visualizacéo
bidimensional do ventriculo esquerdo em eixo transversal, obteve-se imagem em modo-
M, com o cursor posicionado equidistante dos musculos papilares em plano cordal.
Assim, foram mensurados o didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole (DIVES)
e diastole (DIVEd), espessura do septo interventricular na sistole (ESIVS) e diastole
(ESIVd), além da espessura da parede livre do ventriculo esquerdo na sistole (EPLVES)
e diastole (EPLVEd). Em seqUéncia a imagem anterior, inclinou-se o transdutor
dorsalmente, alcancando-se o plano mitral, onde foi mensurada a separacao septal do
ponto E (SSPE). Dando prosseguimento a inclinacdo dorsal do transdutor, pode-se
visualizar a artéria pulmonar. Utilizando-se dessa imagem, o cursor Doppler foi
posicionado distalmente as valvulas pulmorares, sendo, entdo, mensurado o pico de
velocidade do fluxo transpulménico (PVPUL) utilizando-se o Doppler do tipo pulsado.

Subsequientemente, o animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo,

sendo obtida imagem apical quatro camaras pela janela paraesternal esquerda. A partir

1 300S Pandion Vet — Pie Medical® Equipment — Maastricht — Holanda.
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dessa imagem bidimensional, mensurou-se o0 pico de velocidade do enchimento
ventricular esquerdo rapido — onda E (PVME) e lento — onda A (PVMA), posicionando-
se o cursor do Doppler pulsado na extremidade dos folhetos da valva mitral durante sua
abertura. A partir da imagem apical cinco camaras obtida pela mesma janela,
mensurou-se o pico de velocidade do fluxo transaértico (PVAQO). Para mensuracédo do
periodo de pré-ejecao (PPE), determinou-se o tempo desde a onda Q observada no
tracado eletrocardiografico simultdneo até o inicio do fluxo aértico. O tempo de ejecao
ventricular esquerda (TEVE) foi mensurado do inicio ao final do fluxo transadrtico. Para
mensuracdo do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), o cursor do Doppler
pulsado foi posicionado equidistante entre a via de saida do ventriculo esquerdo e o
fluxo transmitral, sendo determinado o tempo desde o término do fluxo transadrtico até
o inicio do enchimento ventricular rdpido (onda E). Em seguida, obteve-se a imagem do
atrio direito e auricula pela janela paraesternal esquerda cranial, para visualizacdo da
valva tricuspide. A partir dessa imagem bidimensional, o cursor do Doppler pulsado foi
posicionado na extremidade dos folhetos valvares durante sua abertura para
mensuracdo do pico de velocidade do enchimento ventricular direito rapido — onda E
(PVTE) e lento — onda A (PVTA).

De posse dos parametros mensurados, diversos indices ecocardiograficos
foram calculados: espessamento fracional do septo interventricular (SIV),
espessamento fracional da parede livre do ventriculo esquerdo (PLVE), fracdo de
ejecao (FEJ), fracdo de encurtamento (FEC), indice de estresse da parede ao final da
sistole (IEPs), indice de estresse da parede ao final da diastole (IEPd), indice de ejecéo
(IE), indice cardiaco (IC), encurtamento circunferencial das fibras miocéardicas (VMEF),
além das relacdes entre PPE e TEVE (PPE/TEVE), PVME e PVMA (PVME/PVMA), e
PVTE e PVTA (PVTE/PVTA).

O indice de desempenho miocéardico de Tei (ITEI) também foi calculado.
Para tanto, mensurou-se o intervalo entre o término do espectro da onda A mitral e o
inicio da onda E mitral subsequente. Desse valor subtraiu-se TEVE, sendo o resultado
dividido pelo proprio TEVE (Apéndice 7) (TEI, 1995; TEI et al., 1995; PELLET et al.,
2004).
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As formulas matematicas utilizadas para calculo destas variaveis podem ser
observadas no Apéndice 8 (BOON, 1998; SOUSA, 2004).

O resultado das mensuracdes ecodopplercardiograficas foi considerado
como a média de trés ciclos cardiacos consecutivos. Especificamente para os
parametros Doppler, foram considerados trés ciclos cardiacos com picos maximos de
velocidade e o direcionamento do cursor foi otimizado por meio do sinal de audio,
visando maximizar o espectro do pico de velocidade do fluxo sanguineo e obter o tom
mais puro (BOON, 1998; SOUSA, 2004).

2.5. Momentos de avaliacao

Os animais foram avaliados em dois ciclos distintos: a fase de inducédo da
cardiomiopatia dilatada pela doxorrubicina e fase pos-transplante de células-tronco. Na
primeira fase, o protocolo constitui-se de oito avaliagdes seriadas, iniciadas antes da
inducao da cardiomiopatia (Dox0) e feitas sempre imediatamente antes da aplicagéo da
doxorrubicina (Dox30 a Dox210), de modo a representar as alteracdes progressivas a
medida que aumentava-se a dose cumulativa do farmaco. No segundo ciclo de
avaliacdo, os animais, ja apresentando sinais evidentes da cardiomiopatia induzida pela
doxorrubicina, foram examinados antes (M0O) e apGs o transplante de células-tronco
autdlogas (G1). Embora ndo tenham sido submetidos ao transplante, os cées incluidos
em G2 foram avaliados nos mesmos momentos que os animais de G1, servindo,
portanto, como animais controle. Nessa segunda fase, o protocolo de avaliacéo

constituiu-se de 7 avaliagdes seriadas.

Primeiro ciclo de avaliacdo: Fase de inducdo da cardiomiopatia

* Dox0: avaliacao basal (caes normais e higidos);

« Dox30: dose cumulativa de doxorrubicina 30 mg/m?;
+ Dox60: dose cumulativa de doxorrubicina 60 mg/m?;
 Dox90: dose cumulativa de doxorrubicina 90 mg/m?;

 Dox120: dose cumulativa de doxorrubicina 120 mg/m?;
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+ Dox150: dose cumulativa de doxorrubicina 150 mg/m?;
+ Dox180: dose cumulativa de doxorrubicina 180 mg/m?;

 Dox210: dose cumulativa de doxorrubicina 210 mg/m?;

Segundo ciclo de avaliacédo: Fase pés-transplante de células-tronco

* MO: avaliagdo basal antes do transplante de células-tronco;
* M1: um més apdés o procedimento;

* M2: dois meses apos o procedimento;

* M3: trés meses apo6s o procedimento;

* M4: quatro meses apds o procedimento;

* M5: cinco meses apo6s o procedimento;

* M6: seis meses ap0s o procedimento.

Em todos os momentos de avaliacdo foram realizados exames
eletrocardiografico, ecocardiografico e determinacdo da pressao arterial em todos os
animais incluidos no estudo. Adicionalmente, os cdes eram observados todos os dias e

avaliados clinicamente em intervalos semanais.

2.6. Analise estatistica

Os parametros eletrocardiograficos, ecodopplercardiograficos e da pressao
arterial foram analisados por meio de andlise de variancia, que determinou a existéncia
ou nao de diferencas ao longo dos momentos de avaliacdo dentro de cada grupo.
Sendo observada variacao significativa, empregou-se o teste de Dunnett para comparar
individualmente cada momento com o controle definido para cada ciclo de avaliagéo,
isto é, Dox0 na fase de inducdo ou MO na fase pés-transplante. Desse modo, foi
possivel determinar em quais momentos ocorreram alteracdes significativas nos
parametros avaliados em ambos os ciclos. Para determinar diferencas entre G1 e G2
empregou-se o teste T ndo pareado. Em todas as analises, considerou-se P<0,05
(GRAPHPAD, 1998).
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A andlise estatistica foi realizada com o programa Graphpad InStat® versdo
3.05 para Windows 95/NT, desenvolvido pela Graphpad Software®, San Diego,
Califérnia (2000).
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3. RESULTADOS

3.1. Inducéo da cardiomiopatia dilatada com a doxorrubicina

Durante a fase de inducéo da cardiomiopatia dilatada com a doxorrubicina
nao foram observadas complicacbes. Embora a perda de peso ao longo da inducéao da
cardiomiopatia tenha sido perceptivel (G1 — peso inicial: 18,7 + 6,0 kg; peso ao final da
fase de inducédo: 15,6 + 4,1 kg; P=0,5010 / G2: — peso inicial: 16,1 + 3,2 kg; peso ao
final da fase de inducédo: 14,4 + 1,8 kg; P=0,4675), tal variacdo nao foi considerada
significativa quando analisada estatisticamente. Adicionalmente, ndo foram observadas

outras alterag@es clinicas em todos os caes.

3.2. Preparo das células-tronco

As células hematopoiéticas medulares foram coletadas apenas nos
animais incluidos em G1 (n=4). Os procedimentos realizados durante a colheita e
separacao das células-tronco transcorreram sem complicacdes.

Os dados referentes ao processo de separacao celular encontram-se

registrados na Tabela 7.

3.3. Transplante de células-tronco

A cateterizacdo coronariana foi realizada apenas nos caes incluidos em
G1 para permitir o transplante das células-tronco autdlogas previamente separadas. O
procedimento transcorreu sem quaisquer complicacdes em todos os animais. N&o
foram observadas alteracbes no ritmo cardiaco ou na morfologia das ondas

eletrocardiograficas durante o procedimento de cateterizacdo coronariana.
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3.4. Obitos

Apenas um animal evoluiu desfavoravelmente dentre os cées incluidos em
G1. O animal em questdo veio a Obito apresentando insuficiéncia renal 12 dias apés
receber o transplante de células-tronco autélogas. Embora tenham sido adotadas todas
as medidas cabiveis na tentativa de poupar a vida do animal, houve deterioracdo do
guadro clinico, com desenvolvimento de uremia, gastropatia urémica, estomatites, além
de severo estado de desequilibrio hidro-eletrolitico e acido-base. Desse modo, 0s
resultados das avaliacOes referentes aos parametros cardiovasculares foram
considerados como a média dos trés animais sobreviventes no grupo G1. Em G2 nao
ocorreram quaisquer complicacfes e as médias apresentadas representam os dados

referentes aos trés animais incluidos inicialmente nesse grupo.

3.5. Eletrocardiografia

A avaliacdo eletrocardiografica durante a fase de inducdo da
cardiomiopatia ndo mostrou alteracdes significativas. Exceto pelas variaveis QRSms e
RmV que, embora néo significativa, evidenciaram tendéncia de aumento ao longo da
infusdo de doses cumulativas de doxorrubicina. Na avaliagcdo pos-transplante, os
parametros eletrocardiograficos também n&o apresentaram alteragBes significativas.
Nessa fase, entretanto, as variaveis Pms e PRms mostraram-se diferentes (P<0,05)
entre G1 e G2 no momento M4.

A evolucdo dos parametros eletrocardiograficos ao longo da fase de
inducdo da cardiomiopatia, assim como os valores de P referente a analise de
variancia, encontram-se representados na Tabela 8. A variacdo de tais parametros
apos o transplante das células-tronco encontra-se expressa na Tabela 9. A
representacdo grafica das médias e desvios-padrdo dos  parametros

eletrocardiograficos pode ser observada na Figura 12 e Figura 13.



Tabela 7 — Parametros avaliados durante o processo de separacdo das células mononucleares de cdes com cz
pela doxorrubicina (n=4). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

. Células totais _ Concentragdo Células totais
] Medula Concentracao L Concentracao ) )
Animal . no inicio do . do filtrado no final do
coletada do aspirado do filtrado
processamento lavado processamento
1 40mL  2,95x107/mL 1,18 x 10° 1,62 x10/mL 0,97 x 10%mL 0,24 x 10°
2 40mL  2,95x10"/mL 1,18 x 10° 1,63 x10/mL 0,98 x 10%mL 0,24 x 10°
3 40 mL - - 2,41x107/mL 1,03 x10¥mL 0,36 x 10°
4 40mL 4,20 x10/mL 1,68 x 10° 2,98x107/mL 1,11 x 10%mL 0,44 x 10°
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3.6. Pressao arterial

Ao longo da infusdo de doses cumulativas de doxorrubicina foram
determinadas varia¢des significativas na pressao arterial sistélica, média e diastolica de
acordo com a analise de variancia. Tais modificac8es foram observadas apenas em G1.
Quando se empregou o teste T ndo pareado para comparagdo entre 0S grupos
observou-se auséncia de diferengcas em todos os momentos da fase de inducdo da
cardiomiopatia.

Na fase de avaliacdo poés-transplante das células-tronco, a andlise de
variancia nao revelou quaisquer modificacdes significativas na pressao arterial dos
animais de ambos o0s grupos. Entretanto, ao serem comparados, Gl e G2
apresentaram PAM significativamente diferente em M1 (P<0,05), enquanto a diferenca
na PAD foi observada em M2

A evolucdo dos parametros da pressdo arterial durante a inducao da
cardiomiopatia e a fase poés-transplante, bem como os valores de P referente a andlise
de variancia, encontram-se descritos na
Tabela 10 e Tabela 11, respectivamente. A representacdo grafica das médias e

desvios-padréo das pressofes arteriais pode ser observada na Figura 14.

3.7. Ecodopplercardiografia

Durante a fase de inducdo da cardiomiopatia observou-se aumento
significativo nas variaveis DIVEs, SSPE, IEPs, PPE, TRIV, PPE/TEVE e ITEl em G1 e
G2. Também se observou aumento de IEPd em G2. Os parametros PLVE, FEJ, FEC,
PVAO e VMEF reduziram-se significativamente em ambos 0s grupos ao longo da
infusdo de doses cumulativas da doxorrubicina. Por outro lado, EPLVEs, PVPUL, e
PVME reduziram-se apenas em G2. Do mesmo modo, o aumento significativo de IEPd
durante a fase de inducdo foi notado apenas em G2. Ainda nessa fase, quando
comparados os grupos, foram observadas diferencas estatisticas (P<0,05) no
parametro PLVE em Dox30, Dox120 e Dox210, PVAO em Dox180 e PVTA em Dox180.
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Na avaliagdo pOs-transplante, verificou-se que o grupo submetido ao
transplante de células-tronco autdlogas (G1) apresentou reducdo significativa dos
parametros didmetro do ventriculo esquerdo na sistole (DIVES), separacdo septal do
ponto E (SSPE), indice de estresse da parede ventricular na sistole (IEPs), periodo de
pré-ejecao (PPE), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), relacdo entre periodo
de pré-ejecdo e tempo de ejecdo ventricular esquerda (PPE/TEVE) e indice de
desempenho miocérdico de Tei (ITEI). No mesmo grupo também se constatou aumento
do espessamento fracional do septo interventricular (SIV), espessamento fracional da
parede livre do ventriculo esquerdo (PLVE), fracdo de ejecdo (FEJ), fracdo de
encurtamento (FEC), velocidade média de encurtamento circunferencial das fibras
miocérdicas (VMEF) e indice de ejecéao (IE).

Ao se comparar G1 com G2 pelo teste T ndo pareado observaram-se
diferencas significativas (P<0,05) no didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole
de M2 a M6; espessura do septo interventricular na sistole em M4; espessura da
parede livre do ventriculo esquerdo na sistole em M4 e M5; espessura da parede livre
do ventriculo esquerdo na diastole em M6; separacao septal do ponto E em M1 e M4 a
M6; espessamentos fracionais do septo interventricular e da parede livre do ventriculo
esquerdo de M2 a M6; fracbes de ejecdo e encurtamento de M2 a M6; indice de
estresse da parede ventricular na sistole de M4 a M6; pico de velocidade do fluxo trans-
aortico em M6; pico de velocidade da onda E do fluxo transmitral em M2 e M4; pico de
velocidade da onda E do fluxo tricispide em M2; periodo de pré-ejecdo de M3 a M6;
tempo de relaxamento isovolumétrico de M2 a M6; relacdo entre o periodo de pré-
ejecao e o tempo de ejecdo ventricular esquerda em M3, M4 e M6; velocidade média de
encurtamento circunferencal das fibras miocardicas, indice de ejecdo e indice de
desempenho miocérdico de Tei de M2 a M6; e indice cardiaco em M3.

Embora a variacdo observada no parametro PVME/PVMA ao longo da
inducdo da cardiomiopatia e durante a avaliacdo péds-transplante ndo tenha sido
significativa, clinicamente foi considerada importante. Na fase de inducdo, alguns
animais apresentaram inversao da relacdo E:A mitral a partir de Dox150 em G1 e

Dox180 em G2. ApOs o transplante com células-tronco, a relagdo PVME/PVMA tornou-



88

se novamente superior a 1,0 a partir de M2, enquanto em G2 permaneceu inalterada
(Figura 11).

A evolucdo dos parametros ecocardiograficos durante a inducdo da
cardiomiopatia encontra-se representada nas Tabelas 12, 14, 16 e 18. Os mesmos
parametros determinados apos o transplante de células-tronco, assim como os valores
de P referente a andlise de variancia nesse periodo, encontram-se detalhados nas
Tabelas 13, 15, 17 e 19. A representacdo grafica das médias e desvios-padrdo dos
parametros ecocardiograficos pode ser observada nas Figuras 12 a 23.
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Figura 11 — Imagem ecocardiogréfica ilustrativa da relagdo E:A mitral nos cé@es submetidos ao
transplante de células-tronco hematopoiéticas autdlogas (G1). (A) avaliacdo realizada
imediatamente antes do transplante das células-tronco. Pode-se notar inversdo da rela¢do
entre as ondas E e A do fluxo mitral; (B) observa-se a corre¢cdo da relagdo E:A
anteriormente invertida, em avaliacdo ecocardiogréafica realizada no mesmo animal seis
meses apos o transplante autdlogo. Unesp, Jaboticabal, SP (2007)



Tabela 8 — Parametros eletrocardiogréficos (média + DP) em c&es ao longo da indug¢édo da cardiomiopatia dilatada pe
Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Fase de Inducéo da Cardiomiopatia

Parametro .
Dox0 Dox30 Dox60 Dox90 Dox120 Dox150 Do»

o Gl 557+51  523+58 580+48 500+52 520+39 520%+53 500
G2 533+32 510%35 520+71 565+92  520+71  465+49 465

oy Gl 026+007 022+009 023+013 0,18+002 023+008 021+005 021
G2 033+013 036+005 028+013 0,34+016 0,31+008 0,24+005 0,28

orme Gl 1013%150 967:85 1033%135 910%72  967%65 1013:51 987
G2 1100%176 1067+217 1050+17,0 1050%113 1100%240 1120+7,1 1085

ORSMS Gl 587+51 620%17  587%51 61,0+17  577+68 62250 587
G2 553+40 580+17 585+49 550+28 55028 565+49 570

ey Gl 155+063 172+069 1,62+067 1,86+077 1,68+068 171+086 168
G2 150+094 145+053 1,32+047 1672040 150+047 100%035 1,57

oTms Gl 1913+51 1910%13,9 207,7+135 1953+40 2044+81 2020+10,1 195
G2 189072 1853+68 1965+191 2050+113 1950+113 2115+163 191f

o Gl 97,3+236 1183+235 1103+206 943+250 1050+132 1230+316 1383
G2_ 1140+233 1173%268 1000+115 1110+185 1173+254 126,7+280 1240

Pms: duragdo da onda P (mseg); PmV: amplitude da onda P (mV); PRms: duracdo do intervalo PR (mseg); QRSms: duracdo do complexo QRS (n
QTms: duragédo do intervalo QT (mseg); FC: freqliéncia cardiaca (bpm).

T Diferenga significativa (P<0,05) entre grupos



Tabela 9 — Parametros eletrocardiograficos (média + DP) em cdes com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina subr
tronco hematopoiéticas autélogas (G1; n=3) e caes controle (G2; n=3). Unesp, Jaboticabal, SP (2007)

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5
Pms Gl 51,0£3,5 48,0 +8,5 48,0+ 1,7 520+1,7 52,0+ 1,7Jr 49,7 +5
G2 46,7+ 3,5 490+7,.2 457+ 2.3 453+4,0 48,0+1,7 457+ 5
Py G1 0,18 + 0,09 0,14 + 0,04 0,13 +0,02 0,12 + 0,06 0,18 + 0,05 0,14 £ 0,
G2 0,20 + 0,06 0,19 + 0,06 0,19 +0,07 0,16 + 0,05 0,21 + 0,06 0,230,
PRMS Gl 1053+108 107,7+5,0 97,0 £ 20,0 1133+35 99,0+1,7" 1133+1
G2 119,0+ 18,2 122,3+21,6 117,0+ 20,0 110,0 £ 3,6 1123+15 108,7+ 1
QRSmMS Gl 74,7 +15,7 71,0+159 80,0 £ 23,6 73,3+135 75,723 68,7 £ 16
G2 78,7+75 70,0+ 3,0 71,0+10,6 75,3 +10,8 70,0+7,0 71,07
RMV Gl 1,72 £ 0,60 1,70+0,70 1,39 £0,87 1,54 £ 0,45 1,51+0,48 1,42 £ 0,
G2 1,81 +£0,23 1,52+0,19 1,66 + 0,46 1,29 £ 0,11 1,74+0,21 1,83+ 0,
QTms Gl 206,7 £16,5 204,7 £ 15,6 2043+319 205,7 £ 28,9 204,7 £ 16,6 215,7 £ 3
G2 2153 +13,6 2410 + 33,8 208,7+16,9 2143 +24,.2 215,7 £ 24,8 206,7 + 11
FC Gl 107,7+£4,0 107,7+£12,1 136,7 £ 16,2 104,0 £ 23,9 118,7 £ 28,6 104,0+3
G2 108,0 + 3,6 1033+49 110,0 + 38,2 91,0+15,1 117,3 + 16,7 106,0 + 21

Pms: duracéo da onda P (mseg); PmV: amplitude da onda P (mV); PRms: durag&o do intervalo PR (mseg); QRSms: duragcdo do complexo QRS (n

QTms: duragédo do intervalo QT (mseg); FC: freqliiéncia cardiaca (bpm).
* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a MO (pré-transplante)

t Diferenca significativa (P<0,05) entre grupos
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Figura 12 — Representacéo grafica das médias + DP dos parametros eletrocardiograficos Pms, PmV,
PRms, QRSms de cdes ao longo da exposi¢do a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0
a Dox210) e na evolugdo pos-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas
autélogas (G1) ou nao (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).
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Figura 13 — Representacéo grafica das médias + DP dos parametros eletrocardiograficos RmV, QTms e
FC de cées ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e
na evolugdo pos-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1) ou
néo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).



Tabela 10 — Presséo arterial (média + DP) em caes ao longo da indugdo da cardiomiopatia dilatada pela doxorrubi
Jaboticabal, SP (2007).

Fase de Inducéo da Cardiomiopatia

Parametro ,
Dox0 Dox30 Dox60 Dox90 Dox120 Dox150 Do»

PAS Gl 1369+10,7 119,7+10,2 131,5+9,7 1125+7,7* 1271+79 131,3+x112 144
G2 1379+100 1305+196 1331+73 1244+16,1 136,8+23 136425 143,€

PAM Gl 100,0 £ 8,6 88,1+135 92,7+11,3 83,3+2,7* 95,1+8,2 93,6+94 1112
G2 1053+134 98,3+16,6 96,1 +8,2 95,1+104 102,8 + 3,9 98,8+54 105,4

PAD Gl 80,2+3,7 68,9+9,8 70,1 +10,7 69,4 £ 10,2 76,5+79 75,2+9,1 95,8

G2 87,2+9,7 77,9+ 14,8 74,4 + 8,0 77,7+8,3 82,0+7,7 76,1 +8,5 88,7

PAS: presséo arterial sistélica (mmHg); PAM: presséo arterial média (mmHg); PAD: presséo arterial diastélica (mmHg).

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagcdo a Dox0 (basal)

Tabela 11 — Presséo arterial (média + DP) em cdes com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina submetidos
hematopoiéticas autélogas (G1; n=3) e cées controle (G2; n=3). Unesp, Jaboticabal, SP (2007)

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5
PAS G1 1319+85 1299+94 133,6 +6,0 134,1+6,3 130,8+9,0 132,0 +1
G2 142,7 + 3,0 1293+7,1 1304 +17,2 132,7+19,1 130,0+4,5 1300+ 1
PAM Gl 98,7 +£14,0 94,9 + 2,1Jr 1014 +£2,2 104,0£4,7 98,1+54 98,07
G2 98,9+11,0 88,3+25 91,8+9,8 99,5 + 15,7 942+39 99,0 + 17
PAD G1 85,1+12,6 774+7,0 86,9 +4,2' 946+55 824+75 88,0+9
G2 74,9 +12,0 66,0 + 6,2 67,3+3,4 84,0 + 16,5 73,7 +6,3 80,0 + 1€

PAS: presséo arterial sistélica (mmHg); PAM: presséo arterial média (mmHg); PAD: presséo arterial diastélica (mmHg).

T Diferenca significativa (P<0,05) entre grupos
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Figura 14 — Representa¢@o grafica das médias + DP das pressfes arteriais de cdes ao longo da
exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e na evolu¢do pos-
transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1) ou ndo (G2).
Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).



Tabela 12 — Parametros ecocardiogréficos (média + DP) obtidos pelo modo-M do ventriculo esquerdo em eixo transver
cumulativas de doxorrubicina para indugéo de cardiomiopatia dilatada (G1: n=3; G2: n=3). Unesp, Jaboticab

Fase de Inducéo da Cardiomiopatia

Parametro .
Dox0 Dox30 Dox60 Dox90 Dox120 Dox150 Do»

DIVES G1 2,25 +0,08 2,26 £ 0,29 2,28+0,33 2,41 +0,02 2,48 + 0,16 2,72+0,26 2,80 -
G2 2,22 +0,09 2,31+£0,19 2,39+0,24 253+£0,21 2,47 £ 0,33 266+0,15 2,781

BIVEd G1 3,63 0,46 3,80+ 0,40 3,57 +£0,27 3,42 +£0,40 3,50 £ 0,37 3,53+0,29 3,57
G2 3,39+0,23 3,53+0,13 3,50+0,10 3,43+£0,27 3,43+0,29 3,43+0,16 3,49

ESIVe Gl 1,25+0,30 1,14 £ 0,21 1,17 £ 0,15 1,19 £0,25 1,26 £ 0,24 1,07 +£0,11 1,01
G2 1,13+0,24 1,10+ 0,18 1,15+ 0,09 1,02 £ 0,05 1,17 £ 0,10 1,02 £ 0,08 0,98

ESIVd G1 0,98 + 0,22 0,87+ 0,18 0,96 + 0,10 0,94 £0,24 0,96 + 0,27 0,84 + 0,22 0,81
G2 1,01 +0,17 0,90 + 0,08 0,89 £ 0,03 0,82 + 0,05 0,86 + 0,07 0,85+ 0,06 0,85

EPLVES G1 1,31+0,18 1,14+ 0,14 1,17+£0,14 1,19 +£0,23 1,10 £ 0,35 1,04 £0,13 1,00
G2 1,15+0,05 1,23 £ 0,04 1,07 £ 0,07 1,09+0,13 086+0,15* 1,01+0,10 0,95

EPLVEd G1 0,94 +0,10 0,87 +0,12 0,84+ 0,16 0,92+0,10 0,78 £ 0,16 0,85+0,17 0,81
G2 0,80 £ 0,06 0,83+0,11 0,78 £ 0,08 0,85+0,08 0,71 +£0,10 0,82 + 0,07 0,77 .

SSPE G1 0,25+ 0,07 0,28 £ 0,10 0,27 £ 0,12 0,32+0,13 0,39 + 0,09 043+0,13 0,60
G2 0,26 + 0,13 0,34 + 0,10 0,38+0,14 0,40 £0,14 0,43+0,12 0,55+0,12 0,55

DIVEs: diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole (cm); DIVEd: diametro interno do ventriculo esquerdo em diéstole (cm); ESIVs: espessura
ESIVd: espessura do septo interventricular em diastole (cm); EPLVESs: espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em sistole (cm); EPLVEd
esquerdo em diastole (cm); SSPE: separacéo septal do ponto E (cm).

* Diferenca significativa (P<0,05) em relacdo a Dox0 (basal)



Tabela 13 — Pardmetros ecocardiograficos (média + DP) obtidos pelo modo-M do ventriculo esquerdo em eixo transve
induzida pela doxorrubicina submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1;
Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5
ovge Gl 290£021 203+0,26  282+010" 271015  2,35+016* 2,300,
G2  2,94+0,16 3,06 £ 0,22 3,11£0,11 3,16 £0,12 3,16 £0,11 3,26 £ 0,
oveq  GF  371%012 3,76 £ 0,41 3,87 £0,18 3,64 £0,21 3,50 £ 0,20 3,45+ 0,
G2  3,69+0,52 3,54 £ 0,40 3754031 371£031 3,71£0,30 3,010,
cave Gl 092:019 0,91+0,15 1,06 + 0,28 1,00+025  122+017"  120+0,
G2  0,96+0,15 0,86 £ 0,10 0,92 + 0,25 0,78 £0,13 0,86 £ 0,14 0,89 £0,
cavg  Gb  086£020 0,79 £0,12 0,76 £ 0,17 0,66 £ 0,10 0,73+0,10 0,80 £0,
G2 _ 0,950,10 0,83 £0,10 0,79 +0,11 0,76 £0,10 0,68 £0,11 0,78 £ 0,
plygs Gl 100010 1,06 + 0,19 1,04 £ 0,14 1,07+£0,10  123+0,100  1,14+0,
G2  0,920,10 1,06 + 0,10 0,85 + 0,10 0,88 £0,18 0,82 £0,15 0,840,
cplygg 1 077%010 0,78 £0,12 0,75 £ 0,10 0,73+0,11 0,86 £ 0,14 0,76 £ 0,
G2  0,82+0,10 0,78 £0,10 0,74 £0,10 0,67 £ 0,10 0,77 £0,10 0,74 £0,
cepp Ol 073%009  051: 006 049+0,14 049+0,09  049+003 04410,
G2  0,75+0,10 0,71 +0,10 0,72 £0,12 0,71+ 0,11 0,70 £ 0,10 0,76 = 0,

DIVEs: diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole (cm); DIVEd: diametro interno do ventriculo esquerdo em diéstole (cm); ESIVs: espessura
ESIVd: espessura do septo interventricular em diastole (cm); EPLVESs: espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em sistole (cm); EPLVEd

esquerdo em diastole (cm); SSPE: separacéo septal do ponto E (cm).
* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a MO (pré-transplante)

T Diferenga significativa (P<0,05) entre grupos
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Figura 15 — Representacéo grafica das médias + DP dos pardmetros ecocardiograficos DIVEs, DIVEd,
ESIVs e ESIVd de cées ao longo da exposi¢do a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0
a Dox210) e na evolugdo pos-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas
autélogas (G1) ou nao (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).
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Figura 16 — Representagdo grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos EPLVEs,
EPLVEd e SSPE de cées ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina
(Dox0 a Dox210) e na evolugdo pés-transplante (MO a M6) de células-tronco
hematopoiéticas autdlogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).



Tabela 14 — indices ecocardiograficos (média + DP) calculados a partir de parametros do modo-M em cées subl
doxorrubicina para indugdo de cardiomiopatia dilatada (G1: n=3; G2: n=3). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Fase de Inducédo da Cardiomiopatia

Parametro .
Dox0 Dox30 Dox60 Dox90 Dox120 Dox150 Do»
< Gl 27,3+36  310+71 31,0+108 283+6,1 353+10,4 29,3+105 243
G2 310453 227+125 283+51  247+32 380+119 213+133 16,0
oye Ol 39361 327+ 86  403+55 293+106 393+65 240487 253
G2  437+74  547+81 390+113 307+71  207+35% 237+25 233
e Gl 687+35  643+90 653+107 61,7+11,6 47,7+103* 447+71* 450
G2  647+55 643+110 600+114 523+86 557+108 460+7,0 42,7
cec Gl 380+30 350+66 350+76  327+86 32775 233140 217
G2 343+40 347+78 317+81 263+50 280+70 223+38 197
Epe Gl 1,87+036 197+019 2,11+0,65 219+042 253+055 277+0,10 274
G2 202+037 213+035 2,10+043 249+040 213+051 263+042 285
Epd Gl 371+053 438+056 365+046 376+050 4,10+093 4,25:080 4,38
G2 369+035 395+024 3,92+010 421+038 400+010 404+0,10 _ 4,10.

SIV: espessamento fracional do septo interventricular (%); PLVE: espessamento fracional da parede livre do ventriculo esquerdo (%); FEJ: fragdo de
(%); IEPs: indice de estresse da parede em sistole; IEPd: indice de estresse da parede em diastole.

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a Dox0 (basal)

t Diferenca significativa (P<0,05) entre grupos



Tabela 15 — indices ecocardiograficos (média +
doxorrubicina submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1; n=3) e ¢

Jaboticabal, SP (2007).

DP) calculados a partir de pardmetros do modo-M em caes ct

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5

< Gl  153+64 18,3 £5,1 377+67  400+53*  383:86* 35716
G2 115 +36 123+1,1 20,7472 12,3+46 15,0 £ 6,6 11,0 £4

oLVE Gl  21,0£92 36,3+ 4,7 38,3+80"  373+65"  467+65  613+2,
G2 223465 20,0 £10,8 9,087 11,080 9,7 3,0 130+3

- Gl 437372 44385 53,0 +3,6' 52,3+4,0' 58,0+ 17  587+3;
G2  40,0+49 36,3 £4,5 32,741 32,0£6,1 31,7+89 30,0+9

cec Gl  21,0£17 21,7+47 27,0+£2,6' 26,7 +£2,5' 300+£1,7* 30,72
G2  17,0+25 16,7 £3,2 15,0 £ 2,0 147+2,9 15,0 + 6,2 140+4

Epe Gl  329+1,02 3,27 40,29 2,77+ 0,57 255+043  192+010* 22640
G2  3,20+0,33 3,45 £ 0,56 3,69 + 0,68 4,19 £1,22 3,78 £0,92 3,68 +0,

Epd Gl  454+1,25 4,79 £0,52 5,22 +0,93 5,49 + 0,24 4,82 10,32 4,73£0,
G2  3,90+0,46 4,27+ 0,48 4,84 1,00 4,96 + 0,90 5,55 + 1,17 5,04 + 0,

SIV: espessamento fracional do septo interventricular (%); PLVE: espessamento fracional da parede livre do ventriculo esquerdo (%); FEJ: fragdo de
(%); IEPs: indice de estresse da parede em sistole; IEPd: indice de estresse da parede em diastole.

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagédo a MO (pré-transplante)

T Diferenga significativa (P<0,05) entre grupos
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Figura 17 — Representacao gréafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos SIV, PLVE e FEJ
de caes ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e na
evolucdo pos-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas autdlogas (G1) ou
ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).
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Figura 18 — Representacé@o grafica das médias + DP dos pardmetros ecocardiogréficos FEC, |IEPs e
IEPd de cdes ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a
Dox210) e na evolu¢do pds-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas

autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).



Tabela 16 — Pardmetros ecocardiograficos (média + DP) obtidos pelo Doppler pulsado, em caes submetidos a doses ¢
inducéo de cardiomiopatia dilatada (G1: n=3; G2: n=3). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Fase de Induc¢éo da Cardiomiopatia

Pardmetro .
Dox0 Dox30 Dox60 Dox90 Dox120 Dox150 Do»

PVPUL G1 1,11 +0,10 1,13+ 0,04 1,03 £ 0,06 1,03 +£0,16 0,99+ 0,19 1,00 £ 0,17 0,93
G2 1,11+ 0,09 1,06 +£ 0,07 1,02 +£0,09 1,03+0,06 0,75+£0,11* 0,81+0,07* 0,88

PVAO Gl 1,24 + 0,02 1,22 £ 0,07 1,16 £ 0,11 1,17 £ 0,05 1,18 £ 0,03 1,16 +0,04 1,11-:
G2 1,26 £ 0,03 1,18 £ 0,06 1,16 £ 0,09 1,17 £ 0,06 1,13+£0,09 1,02+0,16* 0,85

PVME G1 0,86 £ 0,20 0,86 + 0,04 0,88 + 0,05 0,87+0,12 0,73 +£0,20 0,76 £ 0,16 0,80
G2 0,86 + 0,21 0,83 + 0,05 0,77 +£0,07 0,71 +£0,04 0,67+£0,14 0,66 £ 0,04 0,68

PVMA G1 0,75+ 0,07 0,69 + 0,05 0,64 £0,11 0,59 £ 0,07 0,53+0,12 0,57 +£0,15 0,62
G2 0,76 £ 0,10 0,62 + 0,09 0,65 £ 0,07 0,68 + 0,05 0,53+0,11 0,63 £ 0,09 0,66 .

PVTE G1 0,82+0,16 0,59 +0,14 0,66 £ 0,03 0,65+0,14 0,70 £ 0,16 0,79+0,03 0,67 -
G2 0,76 £+ 0,12 0,59+ 0,16 0,74+0,11 0,64 £0,10 0,62 + 0,09 0,72+0,04 0,73

PUTA Gl 0,59 £ 0,06 0,59 + 0,04 0,61+0,20 0,63+0,18 0,62 + 0,19 0,56+0,11 0,50
G2 0,52+0,12 0,67 +0,16 0,54+0,11 0,74+0,10 0,59 £ 0,09 0,62 +£0,04 0,67 .

PPE G1 36,5+6,7 409+5,0 51,1 +13,3 47,4 +6,0 433+4,6 479+51 51,2
G2 32,0+4,6 39,5£45 454 +41 49,9+£10,1 424+41 52,1+123 55,51

TEVE Gl 212,7+11,7 220,3+4,6 222,7+10,6 212,344,6 205,0+4,6 207,7£6,6 220,
G2 223,3+19,1 220,0+8,7 222,7£7,5 217,749,2 210,0£2,5 215,7413,3 212,

TRIV Gl 33,1+7,7 35,7£6,5 410144 50,8 £ 5,2* 48,0 £ 2,0* 48,7 + 4,6* 54,5
G2 30,2 +10,3 40,2 +4,5 456 +12,1 42,7+12,0 48,3 +11,7 50,9 + 5,6* 55,0

PVPUL: pico de velocidade do fluxo trans-pulménico (m/s); PVAO: pico de velocidade do fluxo trans-aértico (m/s); PVME: pico de velocidade da on
velocidade da onda A do fluxo mitral (m/s); PVTE: pico de velocidade da onda E do fluxo tricispide (m/s); PVTA: pico de velocidade da onda A do flt

ejecdo (mseg); TEVE: tempo de ejegdo ventricular esquerda (mseg); TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico (mseg).

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagcdo a Dox0 (basal)

t Diferenca significativa (P<0,05) entre grupos



Tabela 17 — Parémetros ecocardiograficos (média + DP) obtidos pelo Doppler pulsado em cdes com cardiomiof
submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1; n=3) e caes controle (G2; n=3

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5

oypul Gl 000:012 0,87 £ 0,08 1,03+ 0,09 0,94 £ 0,20 1,01 +0,06 1,00 £ 0,
G2  0,90+0,11 0,89 £0,18 0,98 + 0,19 0,99 £0,11 0,96 £ 0,05 1,010,

oyag  GL  102%019 1,05+ 0,16 1,15 + 0,27 1,18 £ 0,29 1,11 £0,12 1,130,
G2 0,99 +0,07 0,98 0,05 1,07 £0,10 1,11 + 0,07 1,03 £0,08 1,07 £0,

oye Gl 062+018 0,70£0,13  091+004"  073+011  081+003  078:0,
G2  0,59+0,09 0,65 + 0,06 0,71+ 0,05 0,66 + 0,03 0,71 +0,04 0,70 £ 0,

oy Gl 050+014 0,60 0,13 0,56 + 0,08 0,52 +0,07 0,55 + 0,08 0,62 £0,
G2 _ 0,62+0,13 0,52 + 0,04 0,53 + 0,05 0,56 +£0,12 0,52 £ 0,09 0,54 £ 0,

oy Gl 075004 0634022  073:004"  075+005 0,77 £0,08 0,72 £ 0,
G2  0,600,10 0,59 +0,10 0,62 + 0,02 0,65 £ 0,10 0,66 + 0,07 0,64 £0,

oyra Gl 0542005 0,58 £ 0,12 0,60 + 0,05 0,56 + 0,14 0,48 + 0,03 0,48 £0,
G2  055+0,15 0,41 £0,07 0,52 + 0,04 0,52 £ 0,03 0,52 £ 0,07 0,52 £0,

opE Gl  66,5+12,2 57,8 £ 10,7 49,8+ 9,0 412+52*"  361+37  347+3
G2  682+78 68,4 £ 14,2 61,0 £ 4,1 71,3 £ 6,4 72,7 £8,5 64,2 + 13

ceve | Gl 2000:40 215,0420,2 220,0£11,8 243,0£11,8 220,323 5 235,3+24
G2  2250+16,1 227,7+4,1 225,048,7 230,7+13,3 227,7£17.9 227,7+11

RV Gl  545+105 39,3+ 9,3* 349+3,6%  406x27"  406+25 3992
G2  546+40 447123 52,0 + 5,4 57,0 £1,2 57,4 +8,38 58,0 + 5

PVPUL: pico de velocidade do fluxo trans-pulménico (m/s); PVAO: pico de velocidade do fluxo trans-aértico (m/s); PVME: pico de velocidade da on
velocidade da onda A do fluxo mitral (m/s); PVTE: pico de velocidade da onda E do fluxo tricispide (m/s); PVTA: pico de velocidade da onda A do flt
ejecdo (mseg); TEVE: tempo de ejegdo ventricular esquerda (mseg); TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico (mseg).

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a MO (pré-transplante)
t Diferenca significativa (P<0,05) entre grupos
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Figura 19 — Representacao grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos PVPUL, PVAO e
PVME de cées ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a
Dox210) e na evolugdo pds-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas

autélogas (G1) ou néo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).
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Figura 20 — Representac¢do grafica das médias + DP dos pardmetros ecocardiograficos PVMA, PVTE e
PVTA de cdes ao longo da exposicao a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a
Dox210) e na evolucdo pés-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas
autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).
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Figura 21 — Representacéo grafica das médias + DP dos pardmetros ecocardiograficos PPE, TEVE e
TRIV de cées ao longo da exposi¢cdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0 a
Dox210) e na evolucdo pés-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas
autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).



Tabela 18 — indices ecocardiograficos (média + DP) calculados a partir de parametros Doppler em cées submetidos a dc
para inducdo de cardiomiopatia dilatada (G1: n=3; G2: n=3). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

Fase de Inducéo da Cardiomiopatia

Parametro .
Dox0 Dox30 Dox60 Dox90 Dox120 Dox150 Do

PVME/ Gl 146+028 124+012 140+025 149+034 1,35+007 145+0,65 1,36
PYMA" G2 137+030 1,36+029 1,19+007 1,4+004 127+002 107+002 105
pvTE/ Gl 139+013 101+030 118+039 1,10+040 124+057 145+027 133
PVTA G2 148+020 146+044 140+011 138+033 1,16+047 124+036 114
PPE/ Gl 017+004 019+002 023+008 0,22+002 021+004 0,23+003 0,23
TEVE G2 0,13+003 0,18+002 025+002 023+004 020+003 025+0,08 0,26-
ovee 1 L79%019 170033 159:037 1544040 147:023 115:+034 0098:
G2 142+024 159+041 143042 122+028 1,33+0,26 1,03+0,12 0,92.

. Gl 533+73 553+81 468+128 444+141 491+11,1 383160 36,8
G2 469+85 510+115 458+120 40,1+62  420+68  379+38 353

|c Gl 52+16 6,4+06 5,0+0,9 44425 52+1,8 47+16 51
G2 55+21 58+0,2 45+0,6 44103 49+14 49£15 44

- Gl 028+003 035+005 042+0,10 046+0,03* 044+0,07* 0,47 +0,04* 0,48 -
G2__025+005 0,36+003 045+007* 043+0,05* 043:+0,05* 0,50+0,07* 0,50 :

PVME/PVMA: relacédo entre PVME e PVMA; PVTE/PVTA: relacdo entre PVTE e PVTA; PPE/TEVE: relacdo entre PPE e TEVE; VMEF: velocidade m
fibras miocérdicas (circunferéncias/s); IE: indice de ejegao (mL/batimento x m?); IC: indice cardiaco (L/min x m?); ITEI: indice de performance miocardic

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagcdo a Dox0 (basal)



Tabela 19 — indices ecocardiogréaficos (média + DP) calculados a partir de parametros Doppler em cdes com cardiomic
submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1; n=3) e caes controle (G2; n=3)

Parametro MO M1 M2 M3 M4 M5
PVME/ Gl  1,26+0,29 1,24 + 0,50 1,63+0,27 1,40 £ 0,10 1,49 £ 0,15 1,29 +0,
PVMA" G2 1124030 1,25 + 0,29 1,34+ 0,34 1,23 +0,26 1,38 + 0,42 1,31+ 0,
pPvTE/ Gl 1,40 £0,07 1,13 £ 0,43 1,23+0,08 1,40 + 0,30 1,58 + 0,09 1,59 0,
PVIA© G2  116+041 1,12 +0,16 1,20 + 0,25 1,25 + 0,33 1,27 +0,36 1,24+ 0,

PPE/ Gl  033+0,11 0,27 £ 0,05 023+£005  017+003*  0,16+0,02¢ 0,15+ 0
TEVE G2 030+0,03 0,30 + 0,06 0,27 £ 0,03 0,31 0,04 0,32 + 0,04 0,28 + 0,
IMEE Gl  1,05+0,09 1,01 +0,19 1,23+0,07" 102015  138:x021"  132:0;

G2  0,84+0,12 0,75 0,01 0,67 + 0,09 0,64 £0,15 0,66 +£0,25 0,610,

. Gl  41,9+73 41,7479 50,9+65" 433+2,0' 46,6 £2,4" 53,3+3,
G2  342+152 30,6 £5,2 34,6 +4,1 29837 28,6 £ 6,1 36,4+4

c G1 45+1,0 45+23 50+16 45+1,0 581+29 52+1,
G2 29+11 3,1+04 39+18 27+04 33:08 3,810,

- Gl  061+0,13 046+0,10  039+005%  0,35+003" 034+004* 032+0,
G2  0,5520,03 0,50 + 0,06 0,50 + 0,01 0,56 + 0,05 0,57 £ 0,05 0,510,

PVME/PVMA: relacédo entre PVME e PVMA; PVTE/PVTA: relacdo entre PVTE e PVTA; PPE/TEVE: relacdo entre PPE e TEVE; VMEF: velocidade m
fibras miocérdicas (circunferéncias/s); IE: indice de ejegao (mL/batimento x m?); IC: indice cardiaco (L/min x m?); ITEI: indice de performance miocardic

* Diferenca significativa (P<0,05) em relagdo a MO (pré-transplante)

t Diferenca significativa (P<0,05) entre grupos
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Figura 22 — Representacao grafica das médias + DP dos parametros ecocardiograficos PVME/PVMA,
PVTE/PVTA, PPE/TEVE e VMEF de cdes ao longo da exposicdo a doses cumulativas de
doxorrubicina (Dox0 a Dox210) e na evolugdo pds-transplante (MO a M6) de células-tronco
hematopoiéticas autélogas (G1) ou ndo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).



112

80
70
60

50
——G1

—=—G2

m
mL/m2

40

30

20

10 +

10

——G1
—&— G2

L/m2 . min

0,8

——G1
—a—G2

ITEI

0,1 -

0,0
Figura 23 — Representagdo grafica das médias + DP dos parametros ecocardiogréficos IE, IC e ITEI de
cées ao longo da exposicdo a doses cumulativas de doxorrubicina (Dox0O a Dox210) e na
evolugdo pos-transplante (MO a M6) de células-tronco hematopoiéticas autélogas (G1) ou
néo (G2). Unesp, Jaboticabal, SP (2007).

T Grupos diferem entre si (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Embora n&o seja o objetivo priméario deste estudo descrever as alteracdes
miocardicas morfoldgicas e funcionais decorrentes do uso da doxorrubicina, percebe-se
claramente que seus efeitos cardiotoxicos sdo dose-dependentes (MAUDLIN et al.,
1992). Tendo atingido a dose cumulativa de 120 mg de doxorrubicina/m?, muitos dos
animais incluidos no estudo ja demonstraram alteragces significativas nos parametros
indicadores de fungéo sistdlica. A medida que a infusdo do farmaco progrediu, diversas
varidveis também se modificaram estatisticamente, de modo que quando se alcangou
210 mg/m?, todos os cdes apresentavam importante disfuncao sistélica valendo-se de
indicadores ecocardiograficos. Tal fato corrobora outros estudos ja realizados, nos
quais o efeito cardiotoxico da doxorrubicina mostra-se progressivo e capaz de mimetizar
os achados clinicos e ecocardiogréaficos da cardiomiopatia dilatada idiopéatica (SOUZA,
2004; SILVA & CAMACHO, 2005). Por outro lado, nenhum dos animais integrantes
deste estudo apresentou sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva severa, tais como
edema pulmonar, contradizendo MAUDLIN et al. (1992), que reporta ser possivel a
ocorréncia de ICC nos cées ja a partir de 90 mg de doxorrubicina/m?. Este fato denota a
variacao nas respostas individuais dos animais frente a terapia antraciclinica.

Para a funcéo diastdlica, os resultados verificados na fase de inducdo da
cardiomiopatia demonstram algum grau de comprometimento significativo a partir de 90
mg/m?. Embora inadvertidamente deixada de lado em muitos estudos veterinarios, ja se
demonstrou disfuncdo diastélica em pacientes humanos recebendo terapia
antraciclinica em um protocolo quimioterapico para tratamento de cancer de mama
(TJEERDSMA et al., 1999). Curiosamente, MARCHANDISE et al. (1989) e STODDARD
et al. (1992) demonstraram que a disfuncéo diastélica pode revelar-se primariamente a
disfuncao sistélica, sendo, portanto, um indicador mais precoce da cardiotoxicidade
desencadeada pela doxorrubicina.

N&o ocorreram quaisquer complicagdes durante o processo de colheita da

medula 6ssea e separa¢do da fragcdo mononuclear, na qual encontram-se as células-
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tronco, corroborando ISHIDA et al (2004) que efetuaram procedimento similar em ratos
com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina e n&o encontraram dificuldade em
coletar a medula 6ssea e fracionar seus componentes. O protocolo de separacao
utilizado neste estudo é condizente com aquele citado por VILAS-BOAS et al. (2004) e
VILAS-BOAS et al. (2006), que também obtiveram taxa satisfatéria de recuperacdo
celular.

Nao foram verificados disturbios no ritmo cardiaco ao se cateterizar a
artéria coronaria esquerda para transplante da solugdo de células mononucleares. Ao
transplantar células-tronco em seres humanos recebendo doxorrubicina, entretanto,
ANDO et al. (2000) observaram anormalidades no segmento ST e arritmias atriais e
ventriculares, bem como bloqueios atrio-ventriculares e um episodio de assistolia.
CHEN et al. (2006a) estudaram os efeitos do transplante de células-tronco aut6logas
em coelhos com cardiomiopatia antraciclinica e constataram ser o transplante
exacerbador de anormalidades na conducado ventricular no sitio de aplicagéo, fato este
atribuido ao prolongamento do tempo de ativacéo local, bem como ao aumento de sua
dispersdo. Por outro lado, ao transplantar células-tronco diretamente no seio
coronariano de seres humanos com angina refrataria, VICARIO et al. (2005) nao
detectaram disturbios no ritmo e/ou anormalidades de conducéo.

A oclusao temporaria da artéria coronéria esquerda foi bem tolerada nos
cdes estudados. Embora seja considerada de facil realizagdo e menos invasiva, a
técnica de transplante intracoronariano escolhida para este estudo apresenta como
desvantagens a necessidade de treinamento adequado e equipamentos especializados
para sua realizacdo. Adicionalmente, existe a possibilidade de que parte das células
infundidas ndo se alojem no miocardio lesado, distribuindo-se aleatoriamente pelo
organismo apés serem transportadas para a circulagéo sistémica (KORNOWSKI et al.,
2000; YOKOYAMA et al., 2006). Embora as células transplantadas ndo tenham sido
marcadas, € provavel que um percentual razoavel tenha se implantado no tecido
miocardico. Ao realizarem xenotransplante de células-tronco mesenquimais marcadas
com bromodioxiuridina em coelhos com infarto do miocardio experimental, WANG et al.
(2005) constataram, quatro semanas pos-transplante, adequada distribuicdo celular na
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regido lesada a partir de focos positivos de incorporacdo do marcador ao DNA dos
cardiomidcitos em divisdo. Em tal estudo, as células de fato se transdiferenciaram em
cardiomidcitos, uma vez que expressavam troponina |, caracteristica do fenotipo celular
cardiaco. VICARIO et al. (2005), por sua vez, ao transplantarem as células-tronco de
forma similar aquela empregada neste estudo, constataram adequada distribuicdo das
mesmas no miocardio lesado duas semanas apds o procedimento. Em outra pesquisa
utilizando coelhos com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina, CHEN et al. (2005)
e CHEN et al. (2006b) transplantaram células-tronco diretamente na raiz adrtica durante
breve oclusdo da aorta ascendente com baldo e ainda assim verificaram incremento na
fracdo de ejecdo quatro semanas apos o procedimento, assim como constataram a
distribuicao celular pelas interfaces cardiacas dos ventriculos direito e esquerdo.

Apenas um obito foi verificado ao longo do estudo, o qual deveu-se a
ocorréncia de insuficiéncia renal intratavel. Embora os procedimentos anestésicos para
colheita e transplante da solugcdo de células-tronco tenham sido cuidadosamente
conduzidos, os achados laboratoriais obtidos durante tal ocorréncia sugerem um quadro
de necrose tubular aguda (GRAUER & LANE, 1995). Ainda que tenham sido tomadas
as medidas cabiveis na tentativa de reverter o processo, o paciente desenvolveu anuria
ndo responsiva a fluidoterapia, diuréticos e infusdo continua de dopamina. Além disso,
o severo quadro urémico deteriorou acentuadamente o estado clinico do céo, tornando
necessaria sua eutanasia.

Embora n&do tenham sido identificadas variagdes clinicamente importantes
nos parametros eletrocardiograficos apos a realizacdo da terapia celular nos pacientes
incluidos neste estudo, CHEN et al. (2006a) ja demonstraram, em coelhos tratados com
doxorrubicina, que o transplante de células-tronco mesenquimais poderia acentuar
anormalidades na conducéo ventricular do coragcdo enfermo. De forma similar, ANDO et
al. (2000) também identificaram arritmias durante a infuséo de solug&o de células-tronco
em seres humanos submetidos a quimioterapia com farmacos antraciclinicos. O
acréscimo verificado nos parametros QRSms e RmV na fase de indugcdo da
cardiomiopatia deve-se, provavelmente, a sobrecarga ventricular esquerda (TILLEY,
1992). Na fase poés-transplante, contudo, a inadequada sensibilidade do exame
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eletrocardiografico em detectar variagbes na dimensdo e funcdo das estruturas
cardiacas possivelmente permitiu que o0s parametros eletrocardiograficos se
mantivessem constantes no decorrer do estudo, exceto por pequenas variacbes sem
implicacdes clinicas (TILLEY, 1992; GOODWIN, 2002). Ainda assim, ndo é possivel
descartar completamente a ocorréncia de arritmias e alterac6es de conducédo elétrica,
uma vez que os animais foram avaliados pontualmente, ndo sendo submetidos a
eletrocardiografia dindmica pelo periodo de 24 horas para se excluir distarbios
paroxisticos (GOODWIN, 2002; MUCHA, 2007).

N&o se atribuiu importancia clinica as poucas variacfes significativas
detectadas na presséao arterial ao longo da infusdo da doxorrubicina e até mesmo apés
a terapia celular, uma vez que se inserem dentro da faixa de referéncia aceitavel para a
espécie canina e, possivelmente, refletem variacdes fisioldégicas inerentes aos animais
estudados (MUCHA & CAMACHO, 2007). Ao avaliar caes tratados cronicamente com
doxorrubicina, SOUZA (2004) também n&o identificou variagfes importantes na pressao
arterial, diferindo, contudo, de ARNOLDA et al. (1985) em seu estudo com coelhos.
Todavia, é interessante notar que a ativacdo de mecanismos neurohumorais
compensatérios a medida que a insuficiéncia miocérdica sistdlica se instala pela
cardiotoxicidade antraciclinica, desencadeia vasoconstriccdo arteriolar e aumento da
volemia, permitindo que a pressdo arterial mantenha-se relativamente constante
(SISSON et al., 1999).

No que tange a ecocardiografia, houve acentuada variagdo dos
parametros indicadores de funcdo sistélica e diastélica ao longo da inducdo da
cardiomiopatia. Assim, a medida que se aumentava a dose cumulativa, progredia-se a
disfuncdo miocardica. A cardiotoxicidade em questdo decorre da liberacdo de
metabdlitos do acido araquiddnico, histamina, fator ativador de plaquetas e radicais
livres no musculo cardiaco, resultando em perda funcional, com consequente
remodelamento miocardico (TOYODA et al., 1998; SOUZA, 2004; SOUSA &
CAMACHO, 2007). Tais substancias desencadeiam deformag&o do nucleo celular com
reorganizagao do sistema nucleolar, focos difusos de lise das miofibrilas, dilatagdo do
reticulo sarcoplasmatico liso e do espaco perinuclear. Em conjunto, essas alteracfes
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ultra-estruturais norteiam a degeneracdo dos cardiomiécitos, levando a sua apoptose e
reabsor¢cdo por células mononucleares (LUSHNIKOVA et al.,, 2005). Os resultados
encontrados neste estudo ao longo da fase de inducdo sdo semelhantes aqueles
verificados nos ensaios de SOUZA (2004) e SILVA & CAMACHO (2005), os quais
também notaram aumento progressivo do didmetro interno do ventriculo esquerdo na
sistole, com reducdo da capacidade contrdti do coragdo. Analisando-se o
comportamento dos parametros estudados no grupo controle no periodo poés-
transplante nota-se, ademais, que a disfungdo miocérdica desenvolvida frente a terapia
antraciclinica € irreversivel, tendo tal fato sido demonstrado anteriormente por
ARNOLDA et al. (1985), SOUZA (2004) e SILVA & CAMACHO (2005).

Decorridos dois meses do transplante das células mononucleares
oriundas da medula 6ssea, notou-se acentuada recuperacdo da funcéo sistélica nos
animais que receberam a solugdo. A melhora dos parametros ecocardiogréficos
indicadores da funcao sistdlica (DIVEs, FEC, FEJ, SIV, PLVE) no grupo que recebeu as
células-tronco, provavelmente decorre do restabelecimento da capacidade contratil do
miocardio. Considerando-se ser a FEC influenciada por pré-carga, pods-carga e
contratilidade, acredita-se que sua elevacao, neste caso, deva-se a reducdo na pos-
carga (traduzida pela diminuicdo do IEPS) e a elevacgéo da forca contréatil do miocardio,
uma vez que pré-carga manteve-se relativamente constante na fase pds-transplante
(BOON, 1998; FERRARIS, 2007). Por ser a fracao de ejecédo derivada dos valores das
medidas unidimensionais do ventriculo esquerdo em sistole e didstole processadas
pela formula cubica corrigida de Teichholz (HENIK, 2002), os valores de FEJ s&o,
destarte, proporcionais a FEC. Assim, a elevacdo da fracdo de ejecdo verificada neste
estudo é semelhante aquela verificada por CHEN et al. (2005) quatro semanas apés
transplantarem células-tronco no seio aortico de coelhos com cardiomiopatia induzida
pela doxorrubicina, bem como aquela determinada por LU et al. (2006) também
decorridos quatro semanas do transplante de uma solu¢do nado-fracionada de células
oriundas da medula 6ssea em coelhos tratados com o mesmo farmaco.

Considerando-se ser a relacdo PPE/TEVE inversamente proporcional a

contratilidade miocardica em face da inexisténcia de variagdes na frequéncia cardiaca
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(HENIK, 2002; SOUSA et al., 2007), sua diminuicdo reflete o incremento da
contratilidade nos cédes submetidos ao transplante autélogo de células-tronco. Embora
tenha sido identificada reducdo da pds-carga baseando-se em indicadores
ecocardiograficos, a minimizacdo da relacdo PPE/TEVE no grupo que recebeu a
solucdo de células-tronco para valores basais encontrados antes da inducdo da
cardiomiopatia permite inferir que, de fato, houve melhora na capacidade contratil do
miocardio.

No que concerne a fun¢éo diastdlica, valendo-se do tempo de relaxamento
isovolumétrico, se observou tendéncia de reversdo do relaxamento ventricular
inadequado j& no primeiro més pods-transplante. Tal fato é confirmado pela relacdo E:A
mitral, cuja inverséo ocorrida na fase de indugéao foi desfeita decorridos dois meses do
transplante celular. O comprometimento do relaxamento miocardico provavelmente
decorre de focos de fibrose miocardica desenvolvidos frente aos danos miocardicos
ultra-estruturais desencadeados pela terapia antraciclinica (SUSANECK, 1983;
MARCHANDISE et al., 1989; STODDARD et al., 1992; TOYODA et al., 1998). Apos
transplante intramiocardico de células-tronco mesenquimais em caes que
apresentavam isquemia miocéardica induzida experimentalmente, SILVA et al. (2005)
evidenciaram menor grau de fibrose cardiaca. Em outro estudo, SCHUSTER et al.
(2004) demonstraram que células progenitoras endoteliais contidas na medula 0ssea
podem induzir neovascularizacdo miocardica, prevenir a apoptose de mibcitos e a
substituicdo progressiva por colageno, impedindo, portanto, o0 processo de
remodelamento miocérdico. Ainda que a funcdo diastdlica do ventriculo direito ndo
tenha sido avaliada, € provavel que tenha padecido das mesmas modificacdes
verificadas no ventriculo esquerdo na fase de inducdo da cardiomiopatia, uma vez que
a cardiotoxicidade desencadeada pela doxorrubicina acomete o coragdo como um todo
(TOYODA et al., 1998; SUSANECK, 1983; SOUSA & CAMACHO, 2007).

Analisando-se o indice de performance miocardica de Tei, pode-se
observar importante recuperacao da funcéo cardiaca global pos-transplante da solucao
de células mononucleares. Valendo-se dos tempos de contracdo e relaxamento

isovolumétricos, bem como do tempo de ejecdo ventricular esquerda, o indice de
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performance miocéardica avalia conjuntamente a fungéo sistolica e diastdlica (TEI, 1995;
PELLET et al.,, 2004). Considerando-se sua independéncia da geometria ventricular,
bem como a pouca ou nenhuma influéncia exercida pela frequiéncia cardiaca, pressao
arterial, pré-carga e poés-carga em seus valores, 0s resultados encontrados neste
estudo tornam-se condizentes com as demais varidveis que retratam a funcéo sistolica
e diastolica de forma isolada (TEI et al., 1995; SOUSA et al., 2007). E provavel que a
neovascularizagdo miocéardica induzida pelo transplante de células-tronco tenha
desencadeado a proliferacdo de midcitos cardiacos e/ou favorecido o aporte de
citocinas angiogénicas que favorecam a neovascularizacdo miocéardica, atenuando,
consequentemente, a reducédo da complacéncia ventricular em face da fibrose (SAITO
et al., 2003; ISHIDA et al., 2004; WANG et al., 2005; LU et al., 2006).

O mecanismo exato pelo qual as células-tronco desencadeiam melhoria
nos parametros sistélicos e diastélicos é objeto de debate. N&o obstante, acredita-se
gue a neovascularizagcdo do miocardio lesado desempenhe importante papel nesse
sentido. Assim, a expressdo sequenciada de diversos fatores de crescimento
angiogénico, quimiocinas, moléculas de adesao e enzimas proteoliticas (SIMONS et al.,
2000; YANCOPOULOS et al., 2000; YOKOYAMA et al., 2006) parece estar envolvida
na organizacdo do processo de maturacdo do vaso em desenvolvimento.
Considerando-se ser a medula o6ssea abastada de inumeros tipos celulares
progenitores, incluindo células-tronco hematopoiéticas, células progenitoras endoteliais
e células-tronco mesenquimais, € possivel que o transplante das células medulares
possa aumentar a perfusdo tecidual pela diferenciagdo em células endoteliais no sitio
de neovascularizacdo, bem como pelo aporte das citocinas angiogénicas e
arteriogénicas para o miocardio (KOCHER et al., 2001; KINNAIRD et al., 2004).

De fato, ISHIDA et al. (2004) identificaram um maior numero de vasos
sanguineos miocéardicos em ratos com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina
guatro semanas apoés receberem células-tronco autélogas comparativamente ao grupo
controle. Estudo realizado por LU et al. (2006) em coelhos com cardiomiopatia induzida
pela doxorrubicina corrobora essa teoria, uma vez que demonstra superexpressao do

fator transformador do crescimento-f1 e subregulacdo da metaloproteinase-1 e fator de
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necrose tumoral apés o transplante celular. Adicionalmente, tal estudo ndo evidencia
regeneracdo dos cardiomidcitos, fato este que sugere melhora da funcdo ventricular
baseada apenas na alteracéo da expressao de diversas citocinas.

Como era esperado, contudo, outros pesquisadores j& demonstraram a
ocorréncia de diferenciacdo celular. Ao transplantarem células-tronco humanas
marcadas com bromodioxiuridina em coelhos com infarto do miocéardio
experimentalmente induzido, WANG et al. (2005) ndo somente constataram distribuicao
celular no sitio lesado, mas também verificaram que as células marcadas passaram a
expressar a troponina I. Do mesmo modo, SAITO et al. (2003), valendo-se de ratos com
infarto do miocérdio experimentalmente induzido, constataram que a maioria das
células-tronco marcadas geneticamente e infundidas por via trans-coronariana
alojaram-se na regido lesada e, inclusive, expressavam as cadeias pesadas da miosina

e troponina I-C especifica dos cardiomiécitos.
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CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos ap6s o desenvolvimento da

metodologia proposta, foi possivel concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A terapia prolongada com doxorrubicina desencadeia, ademais dos prejuizos a
funcao sistdlica, disfungdo miocardica diastolica;

O transplante intracoronariano de células-tronco autélogas € exequivel em cées
com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina,;

A cateterizacdo coronariana esquerda € satisfatoria para aplicagdo das células-
tronco e, valendo-se dos resultados obtidos, parece possibilitar o adequado
alojamento celular no tecido miocardico. Ademais, € bem tolerada em pacientes
caninos com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina;

As variacdes observadas nos parametros sistélicos demonstram melhora da
capacidade contrétil do miocéardio apds terapia celular autdloga;

As variagdes observadas nos parametros diastolicos do ventriculo esquerdo
demonstram recuperacdo da complacéncia ventricular apds terapia celular
auttéloga, com minimizagdo da disfuncdo diastdlica desenvolvida ao longo da
fase de inducéo da cardiomiopatia;

No modelo experimental empregado, o transplante intracoronariano de células-
tronco autdlogas nao desencadeia alteracdes clinicamente importantes nos
parametros eletrocardiograficos e na pressao arterial no periodo de seis meses
pos-transplante;

O transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogas traz beneficios a
funcdo cardiaca de caes com cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina.
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