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RESUMO

Daibert, Ana Paula Falci, Universidade Federal de Vigcosa, setembro de 2013.
Aplicacao de células-tronco mesenquimais em ratos com bloqueio
atrioventricular completo experimental. Orientador: Ricardo Junqueira Del

Carlo.

A falha da propagacéo do impulso atrioventricular € um grave problema
clinico denominado bloqueio atrioventricular. Atualmente, a unica alternativa
para o tratamento desta doenca é o implante de marcapasso, que possui
limitacbes como vida util limitada da bateria, perfuracdées cardiacas e formacao
de trombos. Por isso, a busca por terapias alternativas e, dentre elas a celular.
Os objetivos deste estudo foram verificar os efeitos da aplicagao, intravenosa e
intramiocardica, de células-tronco mesenquimais (CTMs) indiferenciadas e pré-
induzidas a cardiomiécitos, derivadas de tecido adiposo, na conducéao elétrica
cardiaca de ratos com bloqueio atrioventricular completo induzido. Foram
utilizados 78 ratos sadios, submetidos a ablacdo do nodo atrioventricular com
sistema diatérmico monopolar. Os animais foram separados em 13 grupos de 6
animais, de acordo com o tipo celular recebido (CTMs indiferenciadas ou pré-
induzidas a cardiomiocitos), com a via de administragdo das células
(intravenosa ou intramuscular), e com o tempo de observagédo apds a indugao
da leséo (15 ou 30 dias). Os parametros avaliados foram frequéncia cardiaca e
relacdo do numero de ondas P e complexos QRS, ambos analisados por
eletrocardiograma. N&o foi constatado que algum tipo de terapia utilizada tenha
interferido positivamente na condugdo elétrica cardiaca, entre os grupos

avaliados. Contudo, a analise individual dos animais revelou tendéncia de
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melhora da condugao elétrica daqueles tratados com CTMs indiferenciadas por
via intravenosa. Conclui-se que o tratamento proposto ndo € capaz reverter
completamente o bloqueio atrioventricular induzido, independentemente do tipo
celular, da via de administracdo ou do tempo de observacdo. Ha tendéncia a
melhora das propriedades eletrofisiolégicas no grupo tratado com CTMs
indiferenciadas e aplicadas por via intravenosa, provavelmente por acao
paracrina. A reparacgao de lesdo térmica por tecido fibrético, mesmo que em
menor quantidade apds terapia celular, ndo possibilita o retorno ao padrao
normal de condugdo, uma vez que o tecido condutor cardiaco € muito

especializado.

Palavras-chave: células-tronco, nodo atrioventricular, bradiarritmias, medicina
reparativa.
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ABSTRACT

Daibert, Ana Paula Falci, Universidade Federal de Vigosa, september of 2013.
Application of mesenchymal stem cells in rats with experimental complete

atrioventricular block. Adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo.

The atrioventricular block (AV block) is a serious clinical problem due to
failure of the proper cardiac impulse propagation. The current treatment of the
AV block is the use of artificial pacemakers, which has several limitations such
as limited battery life, cardiac perforations and thrombus formation. Therefore,
there are several authors searching for alternative therapies for this problem,
like cell therapy. The aim of this study was to verify the effects of treatment with
adipose-derived mesenchymal stem cells (MSCs), undifferentiated and pre
induced in cardiomyocites, administered by two different routes (intravenous
and intramuscular) in rats with induced complete AV block. The disease was
induced with monopolar diathermy system in 78 rats, wich were divided in 13
groups of 6 animals each, according to the cell type received, the administration
route and the observation period after injury induction (15 or 30 days). The
heart rate and the ratio of P waves and QRS complex were analyzed by
electrocardiogram. It was not statistically observed that any specific treatment
had a positive effect on cardiac electrical conduction. However, the individual
analysis of each animal showed a trend of improvement of the electrical
conduction in animals treated with undifferentiated MSCs intravenously
administered with a tendency of reestablishment of the standard 1:1 ratio
between P waves and QRS complexes. We concluded that the proposed

treatment is not able to completely reverse the induced AV block, regardless of



the cell type, administration route or observation period. There is a trend to
improvement of electrophysiological properties in the group treated with
undifferentiated MSCs and applied intravenously, probably by paracrine action.
The thermal damage repair by fibrotic tissue, although in lesser amount after
cell therapy, does not allow a return to normal cardiac conduction pattern, since

the cardiac conductive tissue is very specialized.

Keywords: stem cells, atrioventricular node, bradyarrhythmias, reparative
medicine.
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1 INTRODUCAO

O impulso elétrico cardiaco gerado no nodo sinoatrial (NSA) é
rapidamente conduzido pelos atrios até o nodo atrioventricular (NAV), quando
inicia-se nova fase de condugao rapida pelo feixe de His, determinando a
contragao ventricular. O potencial de agao, iniciado por um grupo de células no
centro no NSA, espalha-se para as regides mais periféricas e, em seguida,
para o tecido atrial e para o restante do coracdo (Opie e Downey, 2004,

Yokokawa et al., 2008).

O feixe de His, constituido de ramos direito e esquerdo, origina no NAV
e penetra no tecido conjuntivo que separa atrios e ventriculos. Suas células,
denominadas células de Purkinje, sdo adaptadas para conducdo rapida do
impulso elétrico, permitindo que todas as células dos ventriculos sejam

excitadas quase que simultaneamente (Opie e Downey, 2004).

A falha da propagacgao do impulso atrioventricular € um grave problema
clinico denominado bloqueio atrioventricular (BAV), e acontece quando os
impulsos atriais sdo conduzidos com atraso ou ndo sdo conduzidos para 0s
ventriculos (Choi et al., 2006). A incidéncia aumenta com a idade e, embora
raro, pode ter origem congénita (Vogler et al., 2012). Outras causas sao
aumento do ténus vagal, fibrose do sistema de condugéo, cardiomiopatia
hipertréfica ou infiltrativa por neoplasias, intoxicagdo digitalica, endocardite
bacteriana, infarto do miocardio, doenga de Chagas ou de Lyme, desequilibrios
eletroliticos (Yokokawa et al., 2008; Lima, 2012), interveng¢des cirurgicas e

doencga materna autoimune durante a gestacao (Choi et al., 2006).



O eletrocardiograma (ECG) representa, de forma grafica, a
despolarizacido e a repolarizagdo do musculo cardiaco e fornece informacdes,
principalmente, sobre a frequéncia cardiaca, ritmo e condugao intracardiaca

(Martin, 2010).

No ECG normal a primeira fase da ativagdo elétrica cardiaca
(despolarizagdo do NSA e das células atriais vizinhas) é representada pela
onda P, que é uma deflexao positiva no modo Il do coracdo normal. Quando a
despolarizacéo atinge o nodo atrioventricular (NAV), que se localiza proximo ao
ostio do seio coronario no atrio direito, a velocidade de propagacao da onda
diminui. O objetivo disso € dar tempo para o preenchimento ventricular durante

a contragéo atrial (Katz, 2000).

Na sequéncia, a corrente passa por outros tecidos especializados nao
musculares como o feixe de His, os ramos do feixe e as fibras de Purkinjie, que
ativam o septo interventricular e consequentemente as paredes dos ventriculos
direito e esquerdo. O intervalo entre a ativacdo do NAV e a conducgao pelo
sistema His-Purkinjie é registrado apenas como uma linha isoelétrica, sem
potencial mensuravel, formando o segmento PR. A medida que a onda passa
pelos ventriculos, o ECG registra as ondas Q (pequena deflexdo negativa), R
(grande deflexao positiva) e S (deflexdo negativa), formando o complexo QRS.
O complexo QRS acontece a0 mesmo tempo que a repolarizagao atrial,
impedindo a visualizagdo do registro elétrico da repolarizagado dos atrios. Um
curto segmento de potencial isoelétrico (ST) segue o complexo QRS, e
representa a fase de plateau do potencial de acdo. A repolarizacdo dos
ventriculos resulta em uma deflexdo positiva, a onda T, que em geral é menor

em amplitude do que o complexo QRS, mas muito mais larga, indicando que a
2



fase de repolarizagdo ventricular é mais longa do a fase de despolarizagéo

[Figuras 1 e 2] (Sabir et al., 2008; Martin, 2010; Farraj et al., 2011).

Complexo
QRS
R
p T

i

Intervalo
PR |

| |
Intervalo QT

Figura 1. Esquema de tracado de ECG normal com destaque para a onda P, o complexo
QRS e aonda T e os intervalos PR e QT (Fonte: Daibert, 2013).
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Figura 2. Eletrocardiograma de cdo mostrando ritmo sinusal normal e frequéncia de
140/min, com indicagdo da onda P, do complexo QRS e da onda T [25 mm/s e 10mm/mV]
(adaptado de Martin, 2010).



Com base na analise do ECG, o BAV ¢é classificado em primeiro,
segundo e terceiro graus. No primeiro, existira um prolongamento anormal do
intervalo PR. Todas as ondas P serdo seguidas por complexos QRS, mas com
um intervalo PR constantemente prolongado (Figura 3). Pode ocorrer por
atraso na conducgéo atrial, no NAV ou no sistema His-Purkinje, mas a causa

mais comum é o atraso na condugdo no NAV (Vogler et al., 2012).

Figura 3. Eletrocardiograma de cdo demonstrando alteragdo compativel com bloqueio
atrioventricular de primeiro grau. Presencga de intervalo P-R constantemente prolongado [50
mm/s e 10 mm/mV] (Fonte: Martin, 2010).

O BAV de segundo grau ocorre quando a condugao falha de maneira
intermitente em passar através do nodo atrioventricular (Martin, 2010) e, de
acordo com os achados do ECG, podera ser classificado em tipo | (Mobitz I) e
tipo Il (Mobitz Il). O primeiro € caracterizado por progressivo prolongamento do
intervalo PR antes de uma onda P ndo conduzida. A primeira onda P
conduzida, apds a onda P ndo conduzida, possui o intervalo PR mais curto do
ciclo. O tipo Il (Figura 4) é definido como a ocorréncia de uma unica onda P
nao conduzida, associada com intervalos PR constantes antes e apds o

impulso bloqueado [intervalos PP e RR sao constantes] (Vogler et al., 2012).
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Figura 4. Eletrocardiograma de cdo demonstrando alteragdo compativel com bloqueio
atrioventricular de segundo grau (Mobitz Tipo Il). Presenga de onda P ndo conduzida [25
mm/s e 5 mm/mV] (Fonte: Martin, 2010).

O BAV de terceiro grau, também denominado completo, pode localizar-
se no NAV, no feixe de His ou nos ramos direito ou esquerdo e é caracterizado
pela dissociagdo de cada onda P, ou seja, na faléncia da condugao do impulso
atrial para os ventriculos, resultando em completa dissociagao atrioventricular
com frequéncias atriais maiores que as ventriculares [Figura 5] (Vogler et al.,
2012). A consequéncia disso € o surgimento de um marcapasso alternativo
abaixo do ponto do bloqueio, culminado na ocorréncia de ritmo de escape
juncional ou em ritmo de escape ventricular, dependendo do ponto anatémico

do bloqueio atrioventricular (Martin, 2010).

Figura 5. Representacdo de eletrocardiograma de cdo demonstrando alteragédo
compativel com bloqueio atrioventricular de terceiro grau com ritmo de escape ventricular
de 45/min [50 mm/s e 10 mm/mV] (Fonte: Martin, 2010).



Boa parte dos pacientes com BAV, especialmente aqueles sintomaticos
e portadores de bloqueios completos, sdo tratados com implantacdo de
marcapasso (Yokokawa et al., 2008) que, apesar dos bons resultados,
apresenta complicagbes como limitada vida util da bateria, perfuragdes
cardiacas, disfuncdes valvares, funcdo ventricular diminuida e formacao de

trombos (Choi et al., 2006).

Devido aos problemas e limitagdes relacionados ao marcapasso
convencional, o marcapasso ideal é o biolégico, que deve ser de origem
autégena, de facil fabricagdo e implantagdo, sem risco de induzir
desenvolvimento tumoral e sem potencial arritmogénico. Além disso, deve
funcionar por toda a vida do paciente, responder a estimulos autbnomos e
permitir a difusdo ordenada e sequencial de estimulos elétricos das camaras

cardiacas superiores para as inferiores (Choi et al., 2006).

Yokokawa et al. (2008) aventaram a possibilidade da utilizacdo da
terapia com células-tronco mesenquimais (CTMs) para tratamento de disturbios
de condugéo elétrica cardiaca, considerando que alteragées degenerativas no

NAYV ou no feixe de His podem ser causas de BAV.

A terapia celular, especialmente a que envolve CTMs, tem sido descrita
como de grande potencial para o tratamento de doengas cardiacas, seja na
regeneracao de cardiomiocitos (Rota et al., 2007; Tsuji et al., 2010); na
promogao da angiogénese via efeito paracrino (Kamihata et al., 2001; Tang et
al.,, 2009), na diminuigdo da fibrose cardiaca (Mias et al., 2007) ou na

prevencao da apoptose dos cardiomidcitos residentes (Sadat et al., 2007).



Segundo Monteiro et al. (2010), CTMs estdo presentes em regides
perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades,
incluindo tecido adiposo, periosteo, tecido muscular, érgédos parenquimatosos e
na medula 6ssea. Sao células pluripotentes, capazes de se diferenciar e
produzir outros tipos celulares. A plasticidade das CTMs ainda ndo é
completamente compreendida, sendo a transdiferenciacdo, a fusdo e o efeito

paracrino as principais hipoteses propostas.

Na transdiferenciacdo ocorre alteragdo da expressédo génica para uma
linhagem celular completamente diferente. Pode ocorrer de forma direta, por
alteracdo do seu citoesqueleto e sintese proteica, ou indiretamente por
desdiferenciagdo em uma célula-tronco mais primitiva seguida pela
rediferenciacéo no tipo celular desejado (Monteiro et al., 2010). Na fusdo as
CTMs unem-se com as células alvo, assumindo o padrédo de expressao génica
da célula adulta a qual se uniu. Contudo, 0 mecanismo mais aceito atualmente
€ 0 paracrino, caracterizado pela capacidade de secrecdo de grande
quantidade de quimiocinas, que também expressam receptores para citocinas
e fatores de crescimento. Assim, as CTMs conseguem interagir com o nicho
celular e promover indugéo, de acordo com a sinalizagdo quimica (Meirelles et

al., 2006; Takahashi et al., 2007; Monteiro et al., 2010).

In vitro, CTMs podem ser induzidas a diferenciagdo em cardiomidcitos
pelo tratamento com 5-azicitidina (Xu et al., 2004; Carvalho et al., 2013). In
vivo, CTMs diretamente injetadas na area de lesdo cardiaca induziram

regeneracao do miocardio e melhora da funcao cardiaca (Shake et al., 2002).



Segundo Grauss et al. (2008), o transplante de CTMs s6 néo
proporciona maiores resultados na melhora da fungdo cardiaca porque a
populacdo de CTMs é heterogénea e apenas uma pequena fragdo € propensa
a diferenciacdo em cardiomiocitos. Portanto, torna-se importante a distincdo
das subpopulacgdes celulares com o0 uso de marcadores especificos antes do

transplante (Liu et al., 2009).

De acordo com a sociedade internacional de terapia celular, pelo menos
trés marcadores de superficie sdo recomendados para a identificacdo de
CTMs: CD73, CD90 e CD105 (Dominici et al., 2006). Ainda, de acordo com Liu
et al. (2009), CTMs derivadas do tecido adiposo e CD73" s&o altamente
indiferenciadas e possuem alto potencial para diferenciagdo em cardiomiocitos

in vitro.

Kehat et al. (2004) relataram a diferenciacdo de cardiomidcitos,
espontaneamente excitaveis, a partir de células-tronco embrionarias humanas
e demonstraram que eles se integraram estrutural, elétrica e mecanicamente
com as células cardiacas de ratos, in vitro. Além disso, demonstraram que
estes cardiomidcitos, quando transplantados, sobreviveram, se integraram e

funcionaram em coracdes de suinos com BAV completo.

Guo et al. (2006) relataram o desenvolvimento de tecido cardiaco a partir
de células-tronco embrionarias de ratos e observaram contratilidade

espontanea, in vitro e in vivo.

Choi et al. (2006) desenvolveram um tecido tridimensional, em base

colagenosa, contendo células precursoras miogénicas e implantaram em



coracbes de ratos adultos, com evidéncias de condugdo atrioventricular

permanente em 1/3 dos animais tratados.

Os objetivos deste trabalho foram verificar os efeitos da aplicagéo,
intravenosa (V) e intramiocardica (IM), de células-tronco mesenquimais
indiferenciadas e pré-induzidas a cardiomidcitos, na conducgao elétrica cardiaca

de ratos com bloqueio atrioventricular completo induzido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Os animais foram alojados em gaiolas individuais e mantidos a 23°C,
com 12h de ciclo luz/escuro, alimentados com ragdo comercial e agua ad
libitum. Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo nimero 14/2011, da Universidade

Federal de Vigosa.

Para a formagédo dos grupos experimentais foram utilizados 78 ratos
adultos Wistar, machos, com peso médio de 280g e aproximadamente 10
semanas de vida. Ja para a coleta de tecido adiposo e preparagao das células
para administracdo nos animais (terapia celular), foram utilizados trés ratos

Wistar machos, de 4 semanas de vida.



2.2 Inducao do Bloqueio Atrioventricular Completo

A inducdo do bloqueio atrioventricular completo foi realizada segundo
modelo dependente de toracotomia, pericardiotomia parcial, abordagem

epicardica e sistema diatérmico monopolar (Cunha et al., 2012).

No pré-operatério imediato foi administrada antibioticoterapia
(enrofloxacina, 10 mg/kg, IP, dose unica). Os animais foram anestesiados em
camara de indug&o com isoflurano 3% e oxigénio 100%, em fluxo constante de
1L/minuto. Posteriormente, foram mantidos em decubito dorsal e intubados
com auxilio de um sistema para pequenos animais composto de fibra éptica
(BioLite, BioTex, Houston, TX, USA) e um cateter intravenoso, medindo entre
16 e 20 gauges e 2,54 cm de comprimento, adaptado como sonda. A
frequéncia de 20 movimentos respiratorios/minuto e a auséncia de tdnus
mandibular serviram de parametros para determinar o momento ideal da
intubacdo. Na sequéncia, os animais foram submetidos a ventilacdo por
pressao positiva intermitente (Inspira Advanced Safety Single Animal
Pressure/Volume Controlled Ventilators, Harvard Apparatus, Massachusetts,
USA) e foi estabelecida a frequéncia respiratéria entre 50 e 60
movimentos/minuto, com pressao inspiratéria entre 16 e 18 cm H,0 e relacao
inspiragcao/expiragédo de 1:1. A anestesia foi mantida com isoflurano diluido em
oxigénio 100%, com concentragcdo ajustada para manter o plano anestésico

adequado ao procedimento cirurgico.

Apods imobilizagdo em decubito dorsal sob mesa aquecida, tricotomia,
obtencao do eletrocardiograma pré-operatoério e antissepsia da regido toracica,

procedeu-se a esternotomia mediana. O timo foi temporariamente deslocado
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cranialmente e o pericardio parcialmente seccionado com uma tesoura
expondo a regido basal do coragdo (Figura 6A). O atrio direito (AD) foi afastado
lateralmente com o auxilio de uma haste flexivel e algodao (Cotonete, Johnson
& Johnson, Sdo Paulo) e o sulco entre o AD e a raiz da aorta foi localizado.
Esta manobra exp6s uma deposi¢cao de gordura encontrada adjacente e no
aspecto adventicio da raiz da aorta, correspondente a comissura entre o seio
nao-coronariano e o seio coronariano direito. Uma agulha de acupuntura
(0,25mm x 30 mm), dobrada a 3 mm de sua extremidade formando um angulo
de 90° foi inserida 1 mm dorsal a deposicédo de gordura na raiz da aorta,
paralelamente a esta, e em dire¢cdo ao apice do coragao (Figura 6B), cessando,
momentaneamente, a conducdo através do nodo AV. Esta interrupcdo da
conducdo elétrica no NAV foi confirmada pela visualizagdo de pausa na
contragdo ventricular ou ocorréncia de arritmia paroxistica. Estes eventos
também foram observados no ECG. Outro achado confirmatério do
posicionamento adequado da agulha no miocardio foi a auséncia de

sangramento no ponto de insergdo da agulha.

Imediatamente apds a introdugédo da agulha e verificagdo da interrupgao
transitéria da conducgdo atrioventricular, a ponteira do eletrocautério (Bisturi
eletronico, BP 150, EMAI, S&o Paulo) foi colocada em contato com a agulha
(Figura 6C), gerando a ablacdo do NAV. O eletrocautério foi regulado no modo

coagulagao e na poténcia numero 2.

Eletrocardiogramas foram registrados antes da abertura do térax, para a
confirmacao de auséncia de alteragdes prévias, e apos a cauterizagao. Devido
a interferéncia da cauterizagdo no eletrocardiografo, os eletrodos foram

removidos durante a ativacdo do eletrocautério e reposicionados
11



imediatamente apoés o procedimento. Nos casos em que BAV estava
incompleto ou transitorio, cauterizagdes adicionais foram realizadas. Apds a
obtencdo do BAV completo, os animais foram monitorados por ECG até o
fechamento do térax (52,5 minutos). A indugdo do BAV foi considerada bem

sucedida quando a dissociagao atrioventricular foi persistente.

Para analgesia pds-operatéria foi utilizado tramadol (4 mg/kg IP) a cada
6 horas por 24 horas. A recuperacao anestésica foi feita em caixa aquecida por

aproximadamente 1 hora.

Figura 6. Fotografias das principais etapas do procedimento de ablagao atrioventricular.
(A) Visualizagdo do coragéo apds deslocamento cranial do timo e secgéo do pericardio.
(B) Afastamento lateral do atrio direito e insergdo da agulha paralelamente a raiz da
artéria aorta (seta) e em direcdo ao apice do coragéo. (C) Estabelecimento de contato
entre a ponteira do eletrocautério e a agulha, previamente inserida, gerando o bloqueio
atrioventricular.
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2.3 Grupos Experimentais, Aliquotas Celulares e Vias de Administracao

Os animais foram separados aleatoriamente em 13 grupos, de acordo
com o material recebido no tratamento (CTMs indiferenciadas, CTMs pré-
induzidas a cardiomiocitos ou PBS), com a via de administracéo (IV ou IM), e
com o tempo poés-operatério de avaliagdo (15 ou 30 dias). Dos 13 grupos,
quatro receberam PBS e foram considerados grupos controle. As aliquotas
celulares administradas foram constantes (1,0 x 107células x 0,5 mL™"), e a
administracao era feita imediatamente apds a indugcao do BAV. Nos animais
que receberam as células por via intramiocardica, a aplicacao era feita ao redor
da area presumivel do nodo atrioventricular. Os grupos experimentais e suas

caracteristicas estao listados abaixo:

Grupo 1 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com PBS, IV, e avaliados por

15 dias.

Grupo 2 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com PBS, IV, e avaliados por

30 dias.

Grupo 3 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com PBS, IM, e avaliados por

15 dias.

Grupo 4 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com PBS, IM, e avaliados por

30 dias.

Grupo 5 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs indiferenciadas,

IV, e avaliados por 15 dias.

Grupo 6 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs indiferenciadas,

IV, e avaliados por 30 dias.
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Grupo 7 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs indiferenciadas,

IM, e avaliados por 15 dias.

Grupo 8 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs indiferenciadas,

IM e avaliados por 30 dias.

Grupo 9 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs pré-induzidas a

cardiomidcitos, IV, e avaliados por 15 dias.

Grupo 10 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs pré-induzidas a

cardiomidcitos, IV e avaliados por 30 dias.

Grupo 11 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs pré-induzidas a

cardiomiocitos, IM e avaliados por 15 dias.

Grupo 12 (n=6): ratos com BAV completo, tratados com CTMs pré-induzidas a

cardiomiocitos, IM e avaliados por 30 dias.

Grupo 13 (n=6): ratos com BAV completo receberam pellet ressuspendido em
1,0 mL de PBS em aliquotas de 1x10 células, marcadas com Qtracker Cell
Labeling 655®, por via intravenosa. Os animais foram submetidos a eutanasia,
24 horas apos a lesao, e o coragao, os pulmdes e o baco foram removidos para

validagao da técnica de marcacgao por meio da pesquisa das células marcadas.
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2.4 Cultura e Diferenciacao das Células-tronco Mesenquimais para a Fase

de Implantacao in vivo

2.4.1 Cultura Celular

Para coleta do tecido adiposo, os animais foram submetidos a eutanasia
em camara anestésica, com inalacdo passiva de isoflurano até a
sobredosagem. Foi realizada tricotomia do abdémen e membros pélvicos e, em
seguida, os ratos foram transferidos para capela de fluxo horizontal. Foi
realizada incisdo abdominal na linha branca, exposicao do periténio e remocgao
da gordura inguinal. O material coletado foi cortado em pequenos pedacos,
lavado duas vezes em solucao de PBS 0,15M, pH = 7,2, com penicilina,
estreptomicina e anfotericina B (PSA - Gibco, Paisley, UK) e armazenado em
solugao de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco) e PSA. Realizou-se digestédo
enzimatica do tecido adiposo com solugdo de colagenase do tipo | (Sigma, St
Louis, MO, USA), por 60 minutos, em estufa a 37°C, 5% de CO, , agitado a
cada 15 minutos. Posteriormente, foi realizada centrifugacdo a 390 giros
durante 10 minutos e o precipitado foi ressuspendido em DMEM completo apds
descarte do sobrenadante. As células foram plaqueadas, inicialmente, na
concentracdo de 5x10° células em frascos de cultura celular de 75 mm?
(Sarstedt, Nimbrecht, Alemanha) e mantidas em estufa a 37°C com 5% de

CO..

As células foram mantidas em cultura com repiques sucessivos até a

quarta passagem para serem submetidas a caracterizagdo celular por
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citometria e/ou até a quinta passagem, quando, entdo, foram submetidas as

etapas de diferenciagao.

2.4.2 Caracterizacao Celular

Imunofenotipagem

As células da quarta passagem, derivadas de tecido adiposo, foram
caracterizadas por citometria de fluxo através da analise de expressdo de
moléculas de superficie celular CD 73 (anti-CD73 clone 5 F/B9 mouse - AbCam
Cambridge, Massachusetts, EUA), CD 54 (anti-CD54 clone 1A29 mouse -
AbCam), CD 90 (anti-CD90 clone Ox-7 mouse - AbCam) e CD 45 (anti-CD45
clone 69 mouse - BD Bioscience, San Jose, Califérnia, EUA), utilizando
citdmetro de fluxo FACScan e software CellQuest®, obtendo-se 30.000 eventos

por amostra testada.

Diferenciacdo Osteogénica

Apods a quinta passagem, as células aderentes foram desprendidas com
tripsina, contadas e replaqueadas em placa de 6 pogos (TPP - Zollstrasse,
Trasadingen, Suiga), com laminulas de 22 mm de didmetro (Sarstedt), com
meio de cultura DMEM enriquecido com 10% de SFB, 10-8mol/mL de
dexametasona (Sigma), 5,0 pyg/mL de acido ascorbico 2-fosfato (Sigma), 10,0

mmol/L de B-glicerofosfato (Sigma) e incubado a 37°C por quatro semanas. No
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30° dia as laminulas foram lavadas em PBS e coradas pelo método de Von

Kossa para observar a deposigao de calcio.

Diferenciacdo Cardiogénica

As células na quinta passagem foram desprendidas com tripsina,
contadas e replaqueadas na concentragdo de 1x10* células por laminula, em
meio de cultura DMEM enriquecido com 10% de SFB, em placas de cultivo de
seis pogos, contendo laminulas de 22 mm de didmetro (Sarstedt), e incubadas

em estufa.

Apos 24 horas do plaqueamento, o0 meio de cultura foi retirado, os pogcos
lavados com solucdo de PBS e as placas foram submetidas ao protocolo de
diferenciagao cardiogénica pelo tratamento com 5-azicitidina por 24 horas. Por
apresentarem modificagcbes moleculares semelhantes ao cardiomiocito, mas
nao demonstrarem atividade funcional espontanea, admitiu-se que as MSC

foram pré-induzidas a cardiomiécitos (Carvalho et al., 2013).

2.5 Marcacao das Células-Tronco Mesenquimais (hanomarcacao)

Para a validacdo da metodologia de terapia celular foram utilizadas
CTMs indiferenciadas, na quinta passagem, na concentracdo de 1x10’

células/mL de PBS por animal.

17



As células foram previamente incubadas por 60 minutos, a 37°C, com
Qtracker Cell Labeling 655° (Invitrogem, California, EUA), segundo
recomendacgdes do fabricante. As células marcadas foram tripsinizadas e
centrifugadas para a obtencao do pellet celular. O pellet foi ressuspendido em
PBS e aliquotas de 1x10’ células foram preparadas em 1,0mL de PBS para

posterior aplicacio.

Este preparado foi administrado por via intravenosa em 6 animais,
imediatamente apds a indugdo do BAV. Os animais foram submetidos a
eutanasia 24 horas apos a lesdo e o coragao, os pulmdes e o bago foram

removidos para pesquisa das células marcadas.

Uma dose foi preparada para avaliagdo a fresco em microscépio de

fluorescéncia para comprovar a eficacia da nanomarcacao.

2.6 Avaliacao Eletrofisiolégica

Todos os tragados eletrocardiograficos foram obtidos em derivagéo DIl
(PowerLab 4/30, AD Instruments PowerLab Data Acquisition System, com

software LabChart), com os animais posicionados em decubito dorsal.

Eletrocardiogramas (ECG) foram obtidos antes do inicio da cirurgia, para
verificagdo da auséncia de patologias cardiacas prévias, e apds a cauterizagéo

do NAV, para comprovacao do BAV completo.

Apds 15 ou 30 dias da cirurgia (de acordo com o grupo experimental), os
animais foram novamente anestesiados com isoflurano, e novos ECGs obtidos.
Os tracados foram avaliados quanto a frequéncia ventricular, presenca ou

auséncia de BAV completo e a relacdo entre o numero de ondas P e os
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complexos QRS. A frequéncia ventricular foi obtida mediante analise de um
segmento de pelo menos 10 segundos e a média desse periodo usada para
comparagdes entre os grupos. Tanto para a obtengéo da frequéncia ventricular
quanto para a contagem de ondas P dissociadas, foi selecionado um segmento

livre de artefatos e de boa qualidade no tergo médio do tracado do ECG.

2.7 Avaliacao Histologica

ApOs a eutanasia por inalacdo de sobredose de isoflurano o coragao foi
removido, lavado com solugdo de PBS, seccionado em duas metades,
imediatamente abaixo das valvas atrioventriculares, e fixado em solucéo de

paraformaldeido 4% em tampé&o fosfato 0,2M até o processamento histologico.

Os fragmentos de coracdo foram incluidos em parafina e cortados em
secgdes histolégicas de 5 pm de espessura. Quatro cortes histologicos
seriados foram montados em l|aminas de vidro. Duas preparagées foram
coradas pela técnica de Picro-Sirius Red e analisadas qualitativamente quanto
a deposicao de colageno na regido do nodo atrioventricular, em microscopia de
luz (Olympus BX 53; Tokio, Japan). Os outros dois cortes obtidos foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) e avaliados quanto aos tipos celulares

presentes.
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2.8 Analise Estatistica

As variaveis frequéncia cardiaca e relacdo de ondas P e complexos
QRS (P/QRS) foram avaliadas pelo teste ANOVA com medidas repetidas, que
permite verificar se houve efeito dos tratamentos realizados sobre a variavel
resposta, considerando que as medidas foram tomadas dos mesmos individuos
em trés momentos diferentes - antes da indugdo do BAV, logo apds a indugao
do BAV; e 15 ou 30 dias apds a indugcao do BAV - sendo estes momentos

definidos como as sessbes 1, 2 e 3 respectivamente.

Cada uma das variaveis resposta (frequéncia cardiaca e numero de
ondas P) foi analisada separadamente. Para fins de andlise estatistica,
considerou-se o numero de ondas P ideal igual a um. Qualquer valor de P<0,05
foi considerado estatisticamente significativo. Todas as analises foram

realizadas com o software R (R Core Team, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As células previamente marcadas com o Q-tracker 655° incorporaram o
marcador emitindo alta fluorescéncia citoplasmatica (vermelho), com filtro de
excitagcao WG. Os nucleos (azul) sdo mostrados com filtro de excitagdo WU, e

a figura 7A representa essa marcagio nas amostras a fresco.

As células nanomarcadas transplantadas foram encontradas no pulmao
dos animais, 24 horas ap6s administracao (Figura 7B). Nao foram encontradas
células transplantadas no local da lesdo. Estes resultados comprovaram a

eficacia e manutengcdo da marcacdo das CTMs com Qtracker 655° e
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confirmaram a viabilidade das células no momento do transplante. Atribuiu-se a
nao localizacdo de células nanomarcadas transplantadas no local da leséo,

bem como a sua identificacdo no pulmé&o, a via de administragdo intravenosa.

Figura 7. Imagens de microscopia de fluorescéncia. (A) Fotomicrografia da CTM apos

nanomarcagao com Q-tracker®, demonstrando a fluorescéncia citoplasmatica vermelha
emitida pelas células em suspensdo. Barra: 10 um. (B) Identificacdo das células
transplantadas pos-lesdo. As setas indicam as CTM presentes no pulmao do grupo 24
horas pds-lesdo. Os locais marcados com * representam os alvéolos pulmonares. Os

nucleos (N) foram contra-corados com DAPI (azul). Barra: 50 um (Araujo, 2013).

Segundo Karp e Teo (2009), o homing de CTMs expandidas em cultura
e transplantadas por via intravenosa é ineficiente. Aparentemente isso deve-se
a perda de receptores de quimiocinas e da adesao celular; e ao aumento do
tamanho das CTMs em cultura, que, provavelmente, promove retencao dessas
células em tecidos nao especificos, incluindo o pulméo, e reduz o numero de

CTMs que atingem o sitio alvo.

A néo identificagdo de CTMs nanomarcadas no local da leséo cardiaca,
24 horas apods a aplicacao intravenosa, ndao exclui a possibilidade da acéao
benéfica das células por meio do mecanismo de agao paracrino. De acordo

com Zhou et al. (2009) e Mirotsou et al. (2011), é evidente que a melhora da
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funcao cardiaca apos o transplante de células-tronco € atribuida principalmente
a liberacao de fatores paracrinos no microambiente do miocardio lesado. Esses
fatores sdo moléculas citoprotetoras que vao agir no sitio da lesdo, mediando a
reparagao cardiaca e a identificagdo dessas moléculas € o objetivo de muitas

pesquisas atuais (Urbich et al., 2005).

Apenas os animais que foram completamente bloqueados foram incluidos
no experimento. A técnica utilizada para inducdo do BAV mostrou-se eficaz,
embora, segundo Cunha et al. (2012) requisite treinamento da equipe. Durante
a indugado do BAV observaram-se algumas intercorréncias como perfuragao do
ventriculo esquerdo durante esternotomia (n=1), ruptura do atrio direito com
eletrocautério (n=1) e extubacdo endotraqueal durante o procedimento (n=1). A
taxa de sobrevivéncia apos a inducédo do BAV foi de 68,4%, e a mortalidade de
alguns animais foi atribuida ao aumento da secreg¢do bronquial impedindo a
ventilagdo adequada (n=3) e diminuicdo do débito cardiaco a nivel n&o

compativel com a vida (n=16).

Existem varios modelos experimentais de inducdo de BAV publicados,
variando o acesso (com ou sem toracotomia) e o método (ablagéo térmica ou
caustica). Fisher et al. (1966), Alabaster (1972) e Langberg et al. (1991)
reportaram técnicas de indugdo do BAV sem toracotomia. Outros, como Wang
et al. (1992), Lee et al. (1998) e Yokokawa et al. (2008) relataram a inducéo de
BAV com aplicagéo de alcool 70%. Maclver et al. (2010) descreveram técnica

de ablacéo atrioventricular via toracotomia e aplicagao de formalina 10%.

22



Optou-se pela ablacdo térmica do NAV, com a utilizagdo de sistema
diatérmico monopolar associado a toracotomia, por presumir que a utilizacao
de uma substancia caustica poderia interferir na atuacdo das CTMs, quando
aplicadas no local da lesédo, e pela necessidade de visualizagdo da regido
presumivel do NAV para aplicagdo das células no miocardio. O sistema
diatérmico monopolar causa uma injuria térmica, assim como os cateteres de

radiofrequéncia, sendo uma opc¢édo muito mais barata e acessivel que estes.

Neste estudo foram utilizados dois tipos de CTMs derivadas do tecido
adiposo: indiferenciadas e pré-induzidas a cardiomidcitos pelo tratamento com
5-azicitidina. Segundo Carvalho et al. (2013) e Li et al. (2013a), CTMs podem
se diferenciar em células semelhantes a cardiomidcitos in vitro. Uma série de
fatores podem estimular a diferenciagdo de CTMs em cardiomiécitos como a
proteina morfogenética 6ssea-2 e fator de crescimento de fibroblastos-4 (Yoon
et al., 2005), acido ascérbico e dexametasona (Shim et al., 2004) e co-cultura
com cardiomiécitos (Peran et al., 2010). Contudo, o tratamento com 5-
azicitidina é a estratégia mais frequentemente empregada para indugéo de
CTMs a cardiomiécitos in vitro (Rangappa et al., 2003; Kadivar et al., 2006;
Carvalho et al., 2013). Isto se deve ao fato de ser um método mais simples e
de menor custo comparado ao desenvolvido por Planat-Bérnard et al. (2004),
além dos mecanismos de acdo da 5-azicitidina serem mais conhecidos

(Burlacu, 2006; Burlacu et al., 2008).
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As CTMs submetidas a diferenciacdo apresentaram modificagdes
moleculares semelhantes a um cardiomidcito, mas ndo demonstraram atividade
funcional espontadnea. Entdo, admitiu-se que foram pré-induzidas a
cardiomiocitos, apresentando caracteristicas celulares para executar as
fungcdes de um cardiomiocito. O achado corrobora o encontrado por outros
autores que relataram a possivel necessidade de fatores fornecidos pelo “nicho
cardiaco” para a completa diferenciagdo celular em cardiomiocito (Martin-
Rendon et al.,, 2008; Loffredo et al., 2011; Carvalho et al., 2013; Li et al.,,

2013b).

As andlises da FC e da relagdo entre o numero de ondas P e dos
complexos QRS (P/QRS) foram utilizadas para evidenciar caracteristicas do
BAV completo, como a bradicardia pronunciada e a dissociacdo de ondas P
dos complexos QRS, ou seja, uma relagdo P:QRS > do que 1:1 (Vogler et al.,
2012). Nestas circunstancias, considerou-se melhora na conducao elétrica a

reducao da relagdo P/QRS e o aumento da FC (Figuras 8, 9 e 10).

Figura 8. Eletrocardiograma do animal 5 do grupo tratado com células-tronco
indiferenciadas por via intravenosa obtido, imediatamente antes da indug&o do bloqueio
atrioventricular, demonstrando condugéo elétrica cardiaca normal, com relagao de ondas
P e complexos QRS de 1:1. Setas indicando ondas P.
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Figura 9. Eletrocardiograma do animal 5 do grupo tratado com células-tronco
indiferenciadas, por via intravenosa, obtido apds a inducao do bloqueio atrioventricular de
terceiro grau, demonstrando conducéo elétrica cardiaca anormal, com relagdo de ondas P
e complexos QRS de 6:1. Setas indicando ondas P.

Figura 10. Eletrocardiograma do animal 5 do grupo tratado com células-tronco
indiferenciadas, por via intravenosa, obtido 30 dias apds a indugdo do bloqueio
atrioventricular, demonstrando conducdo elétrica cardiaca ainda anormal, mas com
redugéo da relagao de ondas P e complexos QRS para 3:1. Setas indicando ondas P.

A FC dos animais antes da inducdo do BAV estava de acordo com
valores apresentados na literatura para a espécie estudada (Farraj et al., 2011)

e foi mensurada como 387 + 55 bpm.

Todos os animais apresentaram marcada redugéo da FC logo apos a
cauterizagdo (126 + 40bpm), corroborando dados da literatura (Yokokawa et
al., 2008), e tornando-se referencial importante para constatagéo da indugao do

BAV.

Sobre a FC, a analise de variancia com medidas repetidas indicou efeito
significativo das sessdes. Isto é, a FC aferida foi significativamente maior no
momento anterior a indugcdo do BAV (F=162,63; gl=2; p<0,001) do que nos
outros dois momentos avaliados, o que comprova a relacédo entre a reducao da

FC e a inducdo do bloqueio (Figura 11). Contudo, ndo foi possivel verificar
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efeito do tratamento (tipo celular e via de administragdo) sobre a FC aferida,
haja vista que n&o ha diferenga significativa da FC aferida nos animais
submetidos aos diferentes tratamentos nas sessbes 2 (logo apds o BAV) e 3

(15 e 30 dias apos o BAV) (F=0,90; gl=2; p=0,40).
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Figura 11. Frequéncias cardiacas comparadas em trés momentos distintos: antes da
indugdo do bloqueio atrioventricular (1), logo apos a indugéo do bloqueio atrioventricular (2),
e 15 ou 30 dias apos a indugéo do bloqueio atrioventricular (3). Onde, CTD — grupo tratado
com células-tronco mesenquimais pré-induzidas a cardiomiécitos; CTl — grupo tratado com
células-tronco mesenquimais indiferenciadas; PBS — grupo controle.

Resultados semelhantes foram observados quando foi avaliada a
relacdo de ondas P com complexos QRS, ou seja, a analise de variancia com
medidas repetidas do numero de ondas P, aferida por ECG, indicou também
um efeito significativo das sessdes 1 em relagéo a 2 e 3. Isto é, o numero de
ondas P aferido foi significativamente menor no momento anterior a indugao do
BAV (F=109,21; gl=2; p<0,001), indicando que houve adequada indugado do

BAV. Contudo, também nao foi verificado efeito dos tratamentos (tipo celular,
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numero de ondas p

via de administragdo ou tempo de observagao) sobre o numero de ondas P, ja
que ndo houve diferencga significativa nos animais submetidos aos diferentes
tratamentos nas sessdes 2 (logo apds o bloqueio) e 3 (15 e 30 dias apods o

bloqueio) (F=0,90; gl=2; p=0,40) (Figura 12).
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Figura 12. Numero de ondas P dissociadas comparadas em trés momentos distintos: antes
da indugao do bloqueio atrioventricular (1), logo apds a indugéo do bloqueio atrioventricular
(2), e 15 ou 30 dias apds a indugédo do bloqueio atrioventricular (3). Onde, CTD — grupo
tratado com células-tronco mesenquimais pré-induzidas a cardiomiécitos; CTl — grupo
tratado com células-tronco mesenquimais indiferenciadas; PBS — grupo controle.

Portanto, estatisticamente, nessas condicoes experimentais, ndo pbde
ser comprovado que algum tipo de terapia tenha interferido positivamente no
funcionamento cardiaco uma vez que o esperado seria uma diferenca
significativa das FCs ou do numero de ondas P dissociadas quando

comparadas as sessdes 2 e 3.
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Apesar destes resultados, foi observado aumento da FC em todos os
animais estudados (tanto nos tratados quanto nos controles) no dia da
eutanasia (158 +38bpm e 163 +69 bpm 15 e 30 dias, apds a indugao do BAV,
respectivamente). Além disso, quando foi pesquisada a porcentagem de
variacdo das FCs médias apos o BAV e no dia da eutanasia, o grupo tratado
com CTMs indiferenciadas, aplicadas por via intravenosa, apresentou a maior
porcentagem. Essa tendéncia ao restabelecimento da FC inicial verificada

nesse grupo foi considerada um achado positivo do tratamento.

Nenhum animal do experimento reverteu completamente o BAV, pois a
relacdco P/QRS de 1:1, verificada antes da cauterizacdo, ndo foi mais
observada. Por outro lado, ndo foi verificada piora na conducdo elétrica
(aumento na relacédo P/QRS). A porcentagem de variagdo do numero de ondas
P dissociadas apés o BAV e no dia da eutanasia foi maior no grupo tratado
com CTMs indiferenciadas, aplicadas por via intravenosa. Portanto, assim
como descrito para a variavel FC, esse grupo demonstrou uma tendéncia

positiva ao tratamento quando foi avaliada a relagao P:QRS.

Esses achados diferem dos apresentados por Yokokawa et al. (2008),
que constataram retorno do padrdao 1:1 de conducéo atrioventricular em 33%
dos animais, com BAV completo, tratados com CTMs indiferenciadas,
derivadas da medula 6ssea e administradas por via intramiocardica. Hipotetiza-
se que esses autores tenham obtido melhores resultados em virtude da origem
celular utilizada. De acordo com Gaebel et al. (2011), CTMs humanas, de
diferentes fontes, podem induzir diferengas morfolégicas e funcionais
significativas em parametros cardiacos. Segundo esses autores, as CTMs

humanas, derivadas da medula 6ssea, demonstraram melhores resultados
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sobre o desempenho do miocardio do que as derivadas do tecido adiposo ou

do cordao umbilical.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na resposta a terapia celular segundo a via de administragdo das
células-tronco. Embora a administragao tenha ocorrido logo apés a indugéao da
lesao, dois fatores devem ser ponderados. Primeiramente, o miocardio do rato
€ delgado, impossibilitando a aplicagdo segura de todo o volume no musculo
cardiaco. Segundo, no presente trabalho a area cauterizada ndo é
macroscopicamente visivel, e as células foram injetadas na area presumivel da
lesdo, o que pode ter influenciado, de forma negativa, o resultado da aplicagao
intramiocardica, uma vez que a mesma poderia estar irreversivelmente

danificada pela injuria térmica.

A avaliagao histolégica das laminas coradas pelo Picrosirius Red revelou
fibrose na regido do NAV, caracterizada por grande deposigdo de colageno,
que pode ser atribuida ao processo cicatricial secundario a lesdo térmica
causada para indugcdo do bloqueio. Contudo, a quantidade de colageno
observada foi significativamente maior nos grupos controle do que nos que
receberam terapia celular, sugerindo efeito inibitério das CTMs sobre a

formacgao colagenosa.

Achados semelhantes foram reportados por Yokohama et al. (2008) que
observaram, apos indugdo do BAV com injegao de alcool 70%, raros miocitos
na regidao do nodo atrioventricular em virtude da grande deposicao de

coladgeno. Relataram ainda que o tratamento com CTMs atenuou
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significativamente a deposigdo de colageno no NAV e que o transplante de

CTMs possui efeito antifibrético, via inibicdo do crescimento de fibroblastos.

Border e Noble (1994) e Lijnen et al. (2000) verificaram que a expresséo
de TGF-f1, uma citocina pré-fibrogénica, encontrava-se diminuida apds o
transplante de CTMs. Essa citocina € a maior responsavel pelas alteragdes

fibro-inflamatérias, como proliferagao de fibroblastos e sintese de colageno

No presente estudo ndo se observou diferengas no colageno depositado
quando comparados os mesmos grupos, 15 e 30 dias apds a indugcédo do BAV.
Assim, a fibrose verificada aos 15 dias foi semelhante a observada aos 30 dias,
indicando que este processo aconteceu antes do 15° dia e que uma vez
instaurado, ndo se modificou nos primeiros 30 dias. Esse achado corrobora a
literatura, que cita que a fibrose € um processo precoce e irreversivel

(Yokokawa et al., 2008).

A analise histolégica das preparagdes coradas com hematoxilina e
eosina revelou presenca de macréfagos e polimorfonucleares entremeados a
grande desorganizacdo tecidual na regido do NAV. Fragmentagao
citoplasmatica, picnose nuclear, hidrolise citoplasmatica e acidofilia foram
evidenciadas e sdo sugestivas de necrose. Atribuiu-se estes achados ao dano
térmico na regido do NAV durante a indugdo do bloqueio, visto que a
queimadura caracteriza-se histologicamente por necrose de coagulagao

(Bogliolo, 2011).
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Ao analisar, isoladamente, os resultados eletrocardiograficos de cada
animal deste estudo, observou-se tendéncia dos animais do grupo tratado com
CTMs indiferenciadas, administradas por via intravenosa, apresentarem melhor
recuperacado da propriedade eletrofisioldgica cardiaca, com aumento da FC e
maior variagdo do numero de ondas P dissociadas. Hipotetiza-se que esse
resultado deve-se a maior rapidez de evocacao da agao paracrina da CT
indiferenciada, que provavelmente agiu diminuindo o tamanho da cicatriz
formada, permitindo a manifestacdo de vias de conducdo elétrica

atrioventricular.

Segundo Mirotsou et al. (2011), as CTs indiferenciadas promovem
melhor efeito do que as diferenciadas, uma vez que as CTs ndo participam
diretamente da reparacdo do coracdo, mas sim secretam fatores que irdo
influenciar as células residentes do tecido lesionado a reparag¢ao. Sendo assim,
células diferenciadas precisariam voltar ao estado indiferenciado para exercer a

funcdo desejada, o que demandaria mais tempo.

A aplicagdo intravenosa também foi mais eficiente, provavelmente, por
nao causar trauma adicional ao tecido cardiaco. Além disso, a aplicacao
intramiocardica, no presente modelo experimental, foi prejudicada pela
espessura delgada da parede do coragdo murino, o que pode ter ocasionado
perda de volume aplicado. Outro ponto negativo observado para a aplicagao
intramiocardica € que parte das células pode ter sido aplicada em areas de

lesdo irreversivel.
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4 CONCLUSOES

O tratamento com CTMs, conforme proposto neste modelo experimental,
nao é capaz de reverter completamente o bloqueio atrioventricular induzido,
independentemente do tipo celular, da via de administracdo ou do tempo de
observagédo. Ha tendéncia a melhora das propriedades eletrofisiologicas no
grupo tratado com CTMs indiferenciadas e aplicadas por via intravenosa, por
acao paracrina, provavelmente pela secrecao de fatores antifibréticos. A
reparacdo de lesdo térmica por tecido fibrético, mesmo que em menor
quantidade apds terapia celular, ndo possibilita o retorno ao padrdo normal de

condugao, uma vez que o tecido condutor cardiaco € especializado.
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