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RESUMO

doenga renal cronica (DRC) é uma sindrome caracterizada pelo comprometimento do

metabolismo renal, que ocorre de forma dinamica e progressiva, culminando na

perda das fungdes fisioldgicas dos rins. As células progenitoras adultas multipotentes
(CPAM), presentes em todos os tecidos que constituem o organismo, tém como
caracteriticas principais o seu potencial de autorenovacao e diferenciacao celular. Quando
introduzidas no organismo as CPAM adquirem a morfologia e funcionalidade de qualquer
tipo celular que constitui o tecido lesado, o que tem levado a sua utilizacdo terapéutica na
medicina veterinaria. Neste estudo, sete felinos sem distincdo de raca e sexo, com idades
entre 4 e 13 anos, acometidos pela DRC estagio 2, foram tratados com células progenitoras
adultas multipotentes de tecido adiposo de felinos (CPAMSs-TAF), oriundas de um animal
doador saudavel. Foram realizadas trés infusdes pela via endovenosa, com intervalo médio
de 30 dias. Os pacientes demonstraram uma significativa melhora da funcdo renal apds as
infusdes das CPAMSs-TAF sem aparentes efeitos adversos, tendo sido observada uma
melhora clinica, ganho de apetite e aumento da disposicdo ja apds a primeira aplicacdo.
Conclui-se que a terapia com as CPAMs-TAF colaborou significativamente para a melhoria da
gualidade de vida dos felinos acometidos pela DCR estagio 2.

Palavras-chave: CPAMs. Insuficiéncia renal. Gato. Terapia celular.
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INTRODUCAO

A doenca renal é uma patologia de alta incidéncia em gatos, causando consideraveis indices
de morbidade e mortalidade (GRAUER, 2005). Esta sindrome se caracteriza pelo
comprometimento do metabolismo renal, que ocorre de forma dinamica e progressiva por
periodos que variam de meses a anos, culminando na perda das fungdes fisioldgicas dos rins.
Estes sdo responsaveis por filtrar o sangue, a fim de excretar residuos metabdlicos e liberar
hormonios que tém papel vital no controle da pressdo arterial sistémica e na producdo de

glébulos vermelhos (PRESSLER, 2013).

As terapias convencionais para o tratamento da doenca renal incluem, principalmente, a
fluidoterapia, orientagao dietética e didlise, as quais visam promover uma melhora na
gualidade de vida do paciente (FISCHER et al, 2004; QUEIROZ, 2013). Entretanto, mesmo
utilizando-se das terapias conservativas, a injuria estrutural tende a evoluir, favorecendo a
reducdo da massa renal e consequentemente a faléncia do drgdo. O transplante renal,
procedimento pouco explorado e bastante incomum na medicina veterindria, consiste
atualmente no Unico método que favorece a melhora total do paciente (HOPPER et al.,

2012).

Embora preconiza-se a importancia do diagndstico precoce, sao baixos os indices do mesmo
na fase inicial da doenca renal, pois a manifestacdo dos sinais clinicos caracteristicos tende a
ocorrer em estagios mais avangados (BARBER, 2003). Devido aos aspectos restritivos, o
prognostico a longo prazo tem se mostrado desfavoravel (BARBER, 2003). Na medicina
veterinaria busca-se um tratamento que, juntamente com a terapia convencional, possa ser

mais efetivo, melhorando a qualidade de vida e aumentando a sobrevida destes pacientes.

A doenga renal pode ser classificada em aguda ou croénica. A insuficiéncia renal aguda (IRA) é
caracterizada pela rapida perda de funcdo dos néfrons, resultando em azotemia e/ou
aparecimento de alteragées em fluidos e eletrdlitos. A diminuicdo da funcdo renal que
ocorre na IRA é multifatorial e inclui diminuicdao do fluxo sanguineo intra-renal e danos
celulares (ETTINGER; FELDMAN, 2004). Ja a insuficiéncia renal crénica (IRC) resulta de lesGes
renais irreversiveis e progressivas que tornam o rim incapaz de realizar as suas fungdes. O

ritmo de progressdo depende da doenca original e causas agravantes como hipertensao,
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infeccdo urinaria, nefrite, diabetes, dentre outras (MCGROTTY, 2008). A padronizacdo das
lesGes levou a International Renal Interest Society (IRIS, 2017) a propor um sistema de
classificacdo composto por quatro estagios, os quais sdo amplamente utilizados pela

comunidade médica veterinaria.

As células progenitoras adultas multipotentes (CPAMs), mais comumente conhecidas como
células-tronco mesenquimais (CTM), estdo presentes em todos os tecidos que constituem o
organismo, sendo caraterizadas com base no seu potencial de autorenovagio e
diferenciacdo celular. Além disso, sdo responsdveis por assegurar a homeostase do tecido
durante o transcorrer da vida do animal (CAPLAN; DENNIS, 2006). As CPAMs apresentam um
grande numero de moléculas bioativas, que atuam modulando a resposta inflamatéria,
angiogénese e mitose das células envolvidas no processo de reparacdo tecidual. Quando
introduzidas no organismo adquirem tanto a morfologia como a funcionalidade de qualquer
tipo celular que constitui o tecido lesado. Estudos vém relatando que grande parte das
CPAMs transplantadas tendem a nao serem integradas ao tecido lesionado, mas sim
exercem seu efeito terapéutico nas CPAMs enddgenas ao tecido injuriado por meio da
secrecdo de diversos fatores tréficos. Desta forma, as CPAMs enddgenas sdo as responsaveis
por fornecer suporte ao processo de reparacdao tecidual por meio dos mecanismos de
diferenciacdo celular, modulacdo do sistema imunoldgico, renovacao celular, acdo anti-
apoptotica e anti-fibrética, além de estimular a angiogénese (CAPLAN; HARIRI, 2015). Na
medicina veterindria as CPAMs vém sendo utilizadas tendo sua seguranca e eficacia
demonstrada em estudos relacionados a diversas patologias, dentre as quais osteoartrites,

lesGes tendineas, fraturas, dentre outras (SANTQS, 2017).

Devido ao fato dos néfrons serem de origem mesodermal, a utilizacdo de CPAMs adultas
exdgenas tornou-se extremamente atrativa quanto ao potencial de reparo renal (SUZUKI et
al., 2016). Embora os mecanismos envolvidos na diferenciagdo das CPAMs in vivo ainda ndo
tenham sido plenamente entendidos, sabe-se que estas atuam modificando o
microambiente através da secrecdo de fatores paracrinos e/ou enddcrinos que
potencializam a reparagao tecidual, atribuindo-se o potencial reparativo a capacidade

proliferativa das CPAMs, plasticidade, processos de sinalizacdo celular, producdo de
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biomoléculas, fatores de crescimento e moduladores da resposta imune (CAPLAN; HARIRI,

2015).

Dados experimentais em ratos sugerem que a administracdo exdgena das CPAMs durante as
lesGes renais crénicas e agudas pode resultar em uma melhora funcional e uma recuperacao
estrutural ao nivel tubular, glomerular e intersticial dos rins (PENG et al., 2013). Para tal, as
CPAMs sdo expostas a diferentes mecanismos de acdo os quais incluem: a) incorporacdo das
CPAMs ao tecido ou 6rgdo danificado e sua diferenciacdo no mesmo, de forma a substituir
as células lesadas (COLLETTI et al., 2009); b) fusdo terapéutica na qual as CPAMs se fusionam
com as células adultas diferenciadas resultando em uma célula madura com o fendtipo
desejado (QUIJADA et al., 2015); c) liberacdo de fatores paracrinos e/ou enddcrinos (QIN et
al., 2012); d) estimulacdo do reparo enddgeno pela atuacdao das CPAMs residentes no local
lesado as quais sdo estimuladas pela atividade pardcrina das CPAMs exdgenas (DONG;

CAPLAN, 2012).

Embora os mecanismos que levem as CPAMs a atuarem de forma protetora na lesao renal
ainda ndo tenham sido esclarecidos, tem sido demonstrado claramente que as CPAMs sdo
responsaveis pela mediacdo da angiogéneses, supressao da inflamacdao e melhoria da funcao
renal por meio da acdo paracrina e/ou enddcrina (BUSSOLATI et al., 2008). Desta forma, as
pesquisas envolvendo a utilizagdo das CPAMs em doenca renal se apresentam

extremamente promissoras.

O objetivo deste estudo foi determinar a eficacia do tratamento com células progenitoras
adultas multipotentes alogénicas derivadas de tecido adiposo de felino (CPAMs-TAF) e
expostas ao processo de criopreservacao, na insuficiéncia renal crbénica, estagio 2, e a

subsequente melhora na qualidade de vida dos felinos.
MATERIAL E METODOS
Seleg¢do de animais doadores de tecido adiposo para o tratamento alogénico

Os animais foram selecionados a partir de populacdes de pacientes de clinicas veterinarias

da cidade de S3do Paulo mediante o consentimento livre e esclarecido por parte dos
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proprietarios. As CPAMs utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir de animais

jovens, sauddveis e com até seis meses de vida.
Seleg¢do de animais para o estudo

Foram submetidos ao estudo piloto sete gatos (um Persa, um Siamés e cinco SRD), sendo
trés machos e quatro fémeas, com idades variando de 4 anos e 7 meses a 13 anos e 3 meses,
pesando de 4 Kg a 6 Kg, acometidos pela doenga renal crbénica, estagio 2, segundo a
International Renal Interest Society (IRIS, 2017). Os pacientes para pré-tratamento foram
avaliados por meio do perfil hepdtico (ALT e FA); fungdo renal (ureia, creatinina, albumina,
sodio, potdssio e calcio); eritrograma, leucograma, radiografia toracica e ultrassonografia
abdominal. Pacientes acometidos por neoplasma, ureterolitiase, pielonefrite ou outro
guadro infecioso, rim policistico, hipertensdo ou hipotensdo ou com ureia acima de 180
mg/dL foram excluidos do estudo. Todos os felinos apresentavam um quadro clinico e

laboratorial estavel ha pelo menos duas semanas.
Analise Molecular

Foi coletada uma amostra de sangue para a analise da presencga de coronavirus felino
(FCoV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemia felina (FelLV), Chlamydia
psittaci (CPS), herpes virus felino (FHV-1), calicivirus felino (FCV), Haemobartonella felis (HFE)
e micoplasma através da amplificacdo de fragmentos dos respectivos genomas pelo método
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em materiais extraidos (RNA e DNA). Os RNAs
foram extraidos com Trizol LS (Invitrogen®) e utilizados para sintese de cDNA através de
transcricdo reversa com superscript Il (Invitrogen®). DNAs foram extraidos utilizando-se o
DNAzol (Invitrogen®). Foram submetidas a cada pesquisa duas amostras extraidas, controles

positivos e negativos.

Isolamento e caracterizagao das CPAMs-TAF

O tecido adiposo obtido no momento da castracdo foi lavado em PBS 1x (phosphate buffered

saline) de forma a retirar sangue e debris. Apds a lavagem o tecido foi mantido durante 30

minutos a 37 °C, 5% de CO, em presenca de 0,075% de colagenase tipo IV (Sigma-Aldrich®). Foi

adicionado 5 mL de meio basal, sendo o sobrenadante retirado e centrifugado durante 5
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minutos a 200 x g. O precipitado foi suspenso e transferido para uma garrafa de cultivo de 25
cm? a qual foi mantida a 37 °C, 5% CO, durante 48 horas em presenca de meio basal quando o
mesmo foi trocado. Os repiques subsequentes foram feitos por meio de acdo enzimatica
utilizando 0,025% de tripsina (Invitrogen®). As CPAMs foram divididas em aliquotas de 2 x 10°,
suspensas em meio de congelamento (10% de DMSO, 70% de soro fetal bovino e 20% de meio
basal contendo 2 x 10° CPAMs) e armazenadas em nitrogénio liquido. As CPAMs foram
administradas com menos de 1 ano de armazenamento. Para serem aplicadas nos felinos, as

células foram descongeladas e o meio de criopreservagdao removido.

Para a analise proliferativa foi isolada uma col6nia das CPAMs-TAF expandida até atingir uma
confluéncia de 70% em uma placa de 25 cm?. As células foram removidas por meio de acdo
enzimatica (tripsina 0,025%, Invitrogen®) e distribuidas, em duplicatas, sobre placas de 60
cm na concentracdo de 10° células. Apés 48 horas de cultivo, as células foram removidas e
replaqueadas. O processo foi repetido até a 10° passagem. A viabilidade celular foi
determinada por meio da analise por azul de Tripan, evidenciando uma taxa de 97% de

células viaveis.

O potencial osteogénico das CPAMs-TAF foi demonstrado por meio da coloracdo de Von
Kossa, ap0s as células terem sido mantidas em cultura durante 21 dias em preseng¢a do meio
de diferenciacdo osteogénico (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Low Glucose,
Invitrogen®), 1% de 10° M de dexametasona (Sigma-Aldrich®), 1% 5 mM de acido ascérbico
(Sigma-Aldrich®), 10% de soro fetal bovino (HyClone™) e 1% de Penicillin-Streptomycin
(penicilina G 10.000 Ul/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL, Invitrogen®). A troca do meio foi
realizada a cada 3 ou 4 dias. No 10° dia foi adicionado 1% de 200 mM de B-glicerolfosfato
(Sigma-Aldrich®). Para a andlise do potencial de diferenciacdo adipogénico as CPAMs-TAF
foram cultivadas em meio de diferenciacdo adipogénico (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium — Low Glucose, Invitrogen®), 10% de soro fetal bovino (HyCIoneTM), 1 mM de
dexametasona (Sigma-Aldrich®), 100 mM de endomentacina (Sigma-Aldrich®), 0,5 M de
isobutilmetilxantina (Sigma-Aldrich®) + 10 uM de insulina (Sigma-Aldrich®) e 1% de Penicillin-
Streptomycin (penicilina G 10.000 Ul/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL, Invitrogen®),

durante 21 dias e marcadas com Oil Red O (Sigma-Aldrich®). O potencial de diferencia¢do
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condrogénico foi demonstrado por meio da marcacgdo por azul de toluidina (Sigma-Aldrich®)
apos as CPAMSs-TAF terem sido cultivadas durante 21 dias em presenca do meio de
diferenciacdo condrogénica (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — High Glucose,
Invitrogen®) suplementado com 1% de soro fetal bovino (HyClone™), 6,25 mM de insulina
(Sigma-Aldrich®), 0,1 mM de dexametasona (Sigma-Aldrich®), 1 mM de piruvato de sédio
(Invitrogen®), 10 ng/mL TGF-B1 (R&D System, LGC Biotechnology) e 1% de Penicillin-

Streptomycin (penicilina G 10.000 Ul/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL, Invitrogen®).
Aplicagdao de CPAMs

Os pacientes foram submetidos a trés aplicagdbes com CPAMs alogénicas com intervalo
médio de 30 dias entre cada uma. As aplica¢cdes foram realizadas pela via endovenosa (veia

cefalica), sem sedac3o. Foi utilizada a dose de 4 x 10° CPAMs-TAF alogénicas.
Monitoramento clinico dos animais tratados

Os gatos tratados no presente estudo foram submetidos a exames clinicos e laboratoriais
(ureia, creatinina, fosforo, albumina, sddio, potdssio, calcio e hemograma). Os exames foram
realizados anteriormente a cada uma das trés aplicagdes e 180 dias apds a terceira
aplicacdo. O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

CELLTROVET sob o nimero 9/2016.
Analise Estatistica

Os valores seriados tanto da creatinina quanto da ureia dos gatos submetidos as doses de

CPAMSs-TAF foram analisados através do teste ANOVA (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A terapia celular com CPAMs vem mostrando-se extremamente promissora no tratamento
ou melhoria da qualidade de vida de diferentes doengas que acometem tanto grandes como
pequenos animais. Seu potencial reparativo permite que uma vez introduzidas no
organismo, adquiram tanto a morfologia como a funcionalidade de qualquer tipo celular

danificado que constitua o tecido lesionado (SANTOS, 2017).
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Estudos realizados em roedores vém sugerindo serem as CPAMs uma nova opc¢ao
terapéutica para os felinos acometidos pela doenga renal cronica. Em roedores, a
administracdo das CPAMs vem resultando em uma melhora da funcdo renal principalmente
devido a redugdo da inflamagdo intra-renal e supressao da fibrose por meio de sue efeito

pardcrino (CALDAS et al., 2015; LEE et al., 2010; REINDERS et al., 2014; SEMEDO et al., 2009).

No presente estudo, as CPAMs isoladas a partir do tecido adiposo de felinos jovens e
sauddveis, foram caracterizadas com base em sua capacidade de adesdao ao plastico,
morfologia fibroblastoide (Figura 1A), capacidade de diferenciacdo osteogénica (Figura 1B),
condrogénica (Figura 1 C) e adipogénica (Figura 1D) além de alto potencial de proliferacao
celular (Figura 2) (MARTIN et al., 2002). Foi observado um crescimento exponencial até a 92
passagem, apds a qual identificou-se uma manuten¢dao na curva de crescimento. Quando
injetadas em camundongos nude, as CPAMs-TAF ndo foram capazes de induzir a geracao de
teratocarcinomas. Por se tratar de um tratamento alogénico, os animais doadores foram
testados quanto a reac¢des positivas para fragmentos de DNA de 185 pb e 410 pb (FCoV), 557
pb (FIV) 166 pb (FelV), 167 pb (CPS), 173 pb (FHV-1), 205 pb (FCV), 170 pb (HFE) e 510 pb
(micoplasma), ndo tendo sido detectada a presenga dos patégenos. Desta forma, evita-se a

possivel transmissdo dos mesmos aos animais receptores.

Figura 1 — Aspecto morfoldgico fibroblastoide (A) das células-tronco isoladas a partir do tecido adiposo de
felino (CPAMSs-TAF). Imagens representativas das diferenciagGes osteogénica (B), condrogénica (C) e
adipogénica (D) das CPAMs-TAF. Objetivas 10x (A), 20x (B,C) e 4x (D).
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Figura 2 - Grafico representativo da analise proliferativa das CPAMs-TAF. O crescimento das células foi
analisado em um intervalo de 48 horas entre os repiques realizados por meio de a¢do enzimatica.

Os felinos submetidos a terapia com CPAMs, foram identificados como no estagio 2 (++) da
doenca renal crénica, conforme classificacdo da IRIS (IRIS, 2017). A andlise bioquimica
anterior ao inicio do tratamento revelou que os animais apresentavam valores de ureia
entre 85 mg/dL a 132 mg/dL e creatinina de 1,93 mg/dL a 2,5 mg/dL, sendo os valores
referéncia de 10 mg/dL a 60 mg/dL e 0,5 mg/dL a 1,7 mg/dL, respectivamente (Figura 3).
Todos os animais apresentavam quadro clinico e laboratorial estavel ha pelo menos duas
semanas. Por se tratar de um estudo piloto com animais de proprietarios, um grupo controle

ndo foi incluido.

Gato nimero | IRI Idade Raga Peso Ureia Creatinina Via CT
S
G1 2 9 anos Persa 6 Kg 132mg/dL 2,5mg/dL Endovenosa | 4 milhdes
G2 2 12 anos SRD 6 Kg 85mg/dL 2,0mg/dL Endovenosa | 4 milhdes
G3 2 13 anos SRD 4 kg 95 mg/dL 2,2mg/dL Endovenosa | 4 milhdes
G4 2 12 anos SRD 5 kg 102,75 mg/dL 2,3mg/dL Endovenosa | 4 milhGes
G5 2 12 anos Siames 5.5 kg 116,0 mg/dL 2,41mg/dL Endovenosa | 4 milhdes
G6 2 8 anos SRD 4.5kg 96.88 mg/dL 1,93mg/dL Endovenosa | 4 milhdes
G7 2 4 anos SRD 6 Kg 102mg/dL 2,1mg/dL Endovenosa | 4 milhdes

Figura 3 - Gatos classificados conforme RIS estdgio 2 receberam trés doses de 4 x 10° de CPAMSs-TAF alogénicas
por meio da via endovenosa.
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Os sete felinos com peso variando entre 4 kg e 6 kg e idade entre 4 e 13 anos, foram
submetidos a trés infusdes com doses de 4 x 10° de CPAMs-TAF alogénicas por meio da via
endovenosa com intervalos de 30 dias (Figura 4). As repetidas infusbes de CPAMs-TAF

alogénicas em baixas doses foram bem toleradas pelos animais (FU et al., 2013).

Gatonumero | IRIS Idade Raca Peso Via CcT
DOSES
G1 2 9 anos Persa 6Kg Endovenosa 4x 10 3
G2 2 12 anos SRD 6 Kg Endovenosa 4x10°% 3
G3 2 13 anos SRD 4 kg Endovenosa 4x 10 3
G4 2 12 anos SRD 5kg Endovenosa 4x10° 3
G5 2 12 anos Siames 5.5kg Endovenosa 4x 10 3
G6 2 8 anos SRD 4.5kg Endovenosa 4x 106 3
G7 2 4 anos SRD 6Kg Endovenosa 4x 10 3

Figura 4 - Gatos classificados conforme IRIS estagio 2 que receberam trés doses de 4 x 10° de CPAMSs-TAF
alogénicas por meio da via endovenosa.

Estudos realizados em roedores evidenciaram a potencial eficacia de sucessivas aplicacoes
de CPAMs para a supressdo da inflamacdo intra-renal e fibrose, além de uma mais efetiva
reparacao tecidual (ALEXANDRE et al., 2009). Embora os resultados tenham sido obtidos
utilizando células-tronco isoladas da medula déssea, ambas as fontes vém demonstrando

possuir o mesmo potencial terapéutico para doencas inflamatodrias (YOO et al., 2009).

Os resultados preliminares obtidos por meio da adaptagdo do protocolo de roedores para
felinos, sugerem que resultados similares poderdo ser obtidos. Entretanto, algumas
diferencas devem ser consideradas. Primeiramente, a infusdo das CPAMs em ratos ocorre
poucas semanas apos a inducdo da lesdo renal, ou seja, um periodo relativamente curto
quando comparado ao processo natural (SEMEDO et al., 2009). Os felinos possuem um
periodo de vida mais extenso, podendo levar meses ou anos para a doenca renal ser
diagnosticada. Segundo, os resultados em roedores foram obtidos por meio da utilizagao

CPAMs autdlogas, em detrimento as alogénicas aplicadas neste estudo. Estudos tém
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relatado dados controversos quanto a eficacia da terapia alogénica quando comparada a
autologa (ARZI et al., 2017). Em ratos acometidos por falha renal aguda, os resultados
obtidos utilizando as CPAMs autélogas foram mais efetivos (TOGEL et al., 2009). Os dados
sugerem que as CPAMs autdlogas sobrevivem mais tempo no organismo quando
comparadas as alogénicas, o que resulta em uma menor efetividade destas (ALAGESAN;
GRIFFIN, 2014). Porém, em humanos, os estudos clinicos vém utilizando frequentemente as
CPAMs alogénicas (GOZDZIK et al., 2015; WANG et al., 2014). Terceiro, neste estudo,
diferentemente dos estudos em roedores, foram utilizadas CPAMs alogénicas
criopreservadas, dada a manutencdo da funcionalidade e imunogenicidade destas apds

serem expostas ao processo de criopreservacao (QUIMBY et al., 2013).

A via endovenosa se caracteriza por ser de facil execucdo, pouco invasiva e menos
traumatica, permitindo repetidas aplicagdes com o minimo de efeitos colaterais (QUIMBY et
al., 2016). Além disso, estudos demonstram que a adminsitracdo das CPAMs pela via
endovenosa tende a reduzir, por meio de seu efeito pardcrino, a probabilidade da ocorréncia
de insuficiéncia renal aguda isquémica (TOGEL et al., 2005). Entretanto, quando
administradas em altas concentra¢des, estudos sugerem a possivel formacdo de

tromboembolismo pulmonar (MOLL et al., 2012).

Ndo foram identificados efeitos adversos nas infusdes das CPAMs-TAF alogénicas como
vOmito, nausea, alteracdo da pressdo arterial e/ou variacdo na frequéncia respiratéria. As
CPAMSs-TAF alogénicas foram administradas em baixas concentrac¢des e lentamente, uma vez
que estudos em ratos demonstraram o risco de trombose pulmonar quando uma elevada
concentracdo celular é administrada rapidamente pela via endovenosa (DEAK et al., 2010a,

2010b).

Os dados referentes as analises laboratoriais dos felinos ndo demonstraram variacées
estatisticamente relevantes nos valores de fosforo, albumina, sédio, potassio, calcio, assim
como nos indices referentes ao hemograma. A analise dos valores séricos, tanto da
creatinina como da ureia, demonstraram uma redugdo estatisticamente significativa em

ambos os indices (Figuras 5 e 6).
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Primeira Dose Segunda Dose TerceiraDose 180 Dias da Terceira Dose
ANOVA
Fonteda variagéo sQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 1,024321 6 0,17072 3,759668 0,010660682 2,572712
Dentro dos grupos 0,953575 21 0,045408
Total 1,977896 27

Figura 5 - Andlise da média dos valores séricos da creatinina dos felinos durante o transcorrer do estudo
terapéutico dos gatos tratados com as CPAMs-TAF.
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PrimeiraDose Segunda Dose TerceiraDose 180 Dias da Terceira Dose
ANOVA
Fonte da variagdo 5Q gl mMQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 4909,511 6 818,2519 2,656741 0,044581 2,572712
Dentro dos grupos 6467,808 21 307,9908
Total 11377,32 27

Figura 6 - Andlise da média dos valores séricos da ureia dos felinos durante o transcorrer do estudo terapéutico

dos gatos tratados com as CPAMs-TAF.

Durante o estudo foi observada uma reducao dos valores séricos da creatinina ao longo do

tratamento (Figura 7). Os dados obtidos 180 dias apds a terceira aplicacdo das CPAMs-TAF

demonstraram que seis gatos apresentaram tanto uma reducdo quanto a estabilidade dos

valores. O Gato 5, demonstrou reducdo dos indices ao longo do tratamento, porém

apresentou aumento dos valores séricos da creatinina apds 180 dias. Embora os pacientes

tenham apresentado reducdo dos valores séricos da creatinina, quatro deles atingiram os

indices correspondentes aos valores de normalidade (Figura 8).
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Figura 7 - Andlise dos valores séricos da creatinina dos felinos durante o transcorrer da aplicacdo das doses de

CPAMs-TAF
DIAS G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
1 2,5 mg/dL 2,0 mg/dL 2,2 mg/dL 2,3 mg/dL 2,41 mg/dL 1,93 mg/dL 2,1 mg/dL
30 | 2,2mg/dL | 1,9mg/dL 1,78 mg/dL 2,16 mg/dL | 2,29mg/dL | 1,86 mg/dL 2,2 mg/dL
60 | 2,16mg/dL | 1,6 mg/dL 1,61 mg/dL 1,86 mg/dL 2,07 mg/dL 1,56 mg/dL 1,97 mg/dL
240 | 2,0mg/dL | 1,57 mg/dL 1,63 mg/dL 1,73 mg/dL 2,14 mg/dL 1,58 mg/dL 1,84 mg/dL

Figura 8 — Gatos classificados conforme IRIS estagio 2, envolvidos no estudo piloto tendo recebido doses de 4
x 10° de CPAMSs-TAF alogénicas por meio da via endovenosa.

Os dados relativos aos valores séricos da ureia obtidos ao longo do estudo, demonstraram
reducao dos indices tanto ao longo da aplicagao das trés doses de CPAMs-TAF quanto 180
dias apds a terceira aplicacdo da ultima dose (Figura 9). Entretanto, apenas o gato 6
apresentou, apds 180 dias, um valor de ureia, de 57,96 mg/dL, que esta dento dos indices de
referéncia, de 10 mg/dL a 60 mg/dL. Os gatos 2 e 7 apresentaram, apds 180 dias da ultima
dose, valores proximos aos de referéncia 62,41 mg/dL e 65,4 mg/dL, respectivamente

(Figura 10).
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Figura 9 - Andlise dos valores séricos da ureia dos felinos durante o transcorrer da aplicagdo das doses de

CPAMSs-TAF.
DIAS Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
1 132,0mg/dL | 85,0mg/dL | 95,0 mg/dL | 102,75 mg/dL 116,0mg/dL | 96.88 mg/dL 102,0 mg/dL
30 128,0mg/dL | 80,0 mg/dL | 66,0 mg/dL | 111,0 mg/dL 108,2 mg/dL 72.7 mg/dL 84,0 mg/dL
60 89,0 mg/dL 82,0mg/dL | 92,0 mg/dL 89,0 mg/dL 105,48 mg/dL | 51.61 mg/dL 64,1 mg/dL
240 79,0mg/dL | 62,41 mg/dL | 71,0 mg/dL 87,0 mg/dL 79,0 mg/dL 57.96 mg/dL 65,4 mg/dL

Figura 10 - Gatos classificados conforme IRIS estagio 2, envolvidos no estudo, que receberam trés doses de 4 x
10° de CPAMSs-TAF alogénicas por meio da via endovenosa.

A analise estatistica da ANOVA determinou significancia nos dados analisados referente as
taxas de creatinina (p=0,01) (Figura 5) e ureia (p=0,04) (Figura 6) demonstrando uma queda
relevante nos valores. Todos os pacientes demonstraram melhora significativa da funcao
renal apds as infusGes das CPAMs-TAF alogénicas sem aparentes efeitos adversos. Foi
observada uma melhora clinica, ganho de apetite, aumento de peso e maior disposicdo em

todos os gatos ap0s a primeira aplicagdo.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sdo pioneiros ao demonstrar que a aplicacdo subsequente
pela via endovenosa das CPAMs-TAF alogénicas e criopreservadas, isoladas a partir do tecido
adiposo de felinos jovens e clinicamente saudaveis, resultou em uma significativa melhora
dos pacientes. Estes resultados surgem como uma possivel alternativa de tratamento para

os felinos acometidos pela insuficiencia renal cronica, estagio 2.

ALLOGENEIC MULTIPOTENT ADULT PROGENITOR CELLS IN THE TREATMENT
OF KIDNEY DISEASE IN CATS

ABSTRACT

metabolism, which occurs dynamically and progressively, culminating in the loss of

physiological functions of the kidneys. In this study, 7 felines, regardless of breed and
sex, aged between 4 and 13 years, affected by stage 2 CKD, were treated with multipotent
adult progenitor cells of feline adipose tissue (MAPCs-FAT) from a healthy donor animal.
Three infusions were performed through the intravenous route, with an average interval of
30 days. The animals showed a significant improvement in renal function after MAPCs-FAT
infusions without apparent adverse effects, clinical improvement, gain in appetite and
increased disposal of animals, right after the first application. It is concluded that the
therapy with MAPCs-FAT significantly contributed to the improvement of the quality of life
of felines affected by chronic kidney disease stage 2.

Chronic kidney disease (CKD) is a syndrome characterized by impaired renal

Keywords: MAPCs. Renal insufficiency. Cat. Cell therapy.

CELULAS PROGENITORAS ADULTAS MULTIPOTENTES ALOGENICAS EN EL
TRATAMIENTO DE FELINOS ACOMETIDOS POR LA ENFERMEDAD RENAL

RESUMEN

metabolismo renal, que ocurre de forma dinamica y progresiva, culminando con la

| a enfermedad renal crénica (ERC) es un sindrome caracterizado por el compromiso del
pérdida de las funciones fisiolégicas de los rifiones. Las células progenitoras adultas
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multipotentes (CPAM), presentes en todos los tejidos del organismo tienen como
caracteristicas principales el potencial de autorenovacidn y diferenciacion celular. Cuando
estas células son introducidas en el organismo las CPAM adquieren la morfologia y la
funcionalidad de cualquier tipo celular que constituia el tejido lesionado, lo que ha llevado a
la su utilizacién en la medicina veterinaria. En este estudio, 7 felinos sin distincién de raza y
sexo, con edades entre 4 afios y 13 afios, acometidos por la ERC, etapa 2, fueron tratados
con células progenitoras adultas multipotentes de tejido adiposo de felinos (CPAMs-TAF),
oriundas de un animal donante sano. Se realizaron tres infusiones por via intravenosa, con
un intervalo medio de 30 dias. Los animales demostraron una significativa mejora de la
funcién renal después de las infusiones de las CPAMs-TAF sin aparentes efectos adversos,
habiéndose observado una mejora clinica, aumento del apetito y aumento de la disposicién
de los animales ya después de la primera aplicacidon. Se concluye que la terapia con las
CPAM-TAF colabor6 significativamente para la mejora de la calidad de vida de los felinos
acometidos por la enfermedad renal crénica, etapa 2.

Palabras clave: CPAM. Insuficiencia renal. Gato. Terapia celular.
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