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RESUMO

aplasia medular tem por caracteristica apresentar um quadro laboratorial no qual a

medula do paciente passa a ser constituida por uma taxa de celularidade inferior a 10%.

O exame de mielograma tende a apresentar uma reducgao significativa ou mesmo
auséncia das linhagens eritroide, mieloide e megacariocitica. O quadro de aplasia medular
pode ter origem em diversos fatores, como doenga renal crénica (DRC), uma sindrome
caracterizada pelo comprometimento do metabolismo renal, que ocorre de forma dindmica e
progressiva, culminando na perda das funcGes fisioldgicas dos rins. As células progenitoras
adultas multipotentes (CPAMs), presentes em todos os tecidos que constituem o organismo,
tém como caracteriticas principais o seu potencial de autorrenovagao e diferenciagdo celular.
Neste estudo, nove caninos sem distincdo de raca e sexo, com idades entre trés e 12 anos,
acometidos por um quadro de aplasia medular decorrente da DRC, foram submetidos a agao
terapéutica das células progenitoras adultas multipotentes de tecido adiposo canino (CPAMs-
TAC), oriundas de um animal doador saudavel. Foram realizadas trés infusdes pelas vias
endovenosa ou intramedular, com intervalo médio de 30 dias, sem efeitos adversos
aparentes, tendo sido observada uma melhora clinica, ganho de apetite e aumento da
disposicdo apds a primeira aplicagdo. Os pacientes demonstraram uma significativa melhora
da funcdo renal, assim como a recuperac¢do do quadro de aplasia medular, uma vez que os
dados hematoldgicos demonstraram a normalizacdo das linhagens medulares. Conclui-se que
a terapia com as infusdes das CPAMs-TAC resultou em uma satisfatéria recuperacao dos caes
acometidos pelo quadro de aplasia medular.

Palavras-chave: Células progenitoras adultas multipotentes. Aplasia medular. Insuficiéncia
renal. Terapia celular.
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INTRODUCAO

A doenga renal (DR), a mais comum afec¢do renal em cdes, é uma sindrome que resulta em
elevados indices de morbidade e mortalidade (GRAUER et al., 2005). Esta sindrome se
caracteriza pelo comprometimento do metabolismo renal, culminando na perda das fungdes
fisiologicas dos rins. A DR se desenvolve de forma gradualmente progressiva e dinamica, por
periodos que podem variar de meses até anos (PRESSLER, 2013). Os rins sdo responsaveis pela
filtracdao do sangue, a fim de excretar residuos metabdlicos, além de liberar hormonios que
tém papel vital no controle da pressdo arterial sistémica (sistema renina - angiotensina —
aldosterona) e na producdo de gldbulos vermelhos através da producdo de eritropoetina

(PRESSLER, 2013).

As terapias convencionais que incluem fluidoterapia, orientacdo dietética e didlise visam
prover uma melhora na qualidade de vida dos pacientes. Entretanto, mesmo utilizando-se
terapias conservativas, a injuria estrutural pode evoluir, favorecendo a reducdo da massa

renal e consequentemente a faléncia do 6rgao (CASTRO, 2005).

Com o progresso da DR os pacientes apresentam uma reduzida capacidade de sintetizar
eritropoietina (o cortex renal produz aproximadamente 90%), ocasionando um quadro de
anemia hipoplasica da linhagem eritroide, o que torna o animal dependente de eritropoietina
sintética (FELDMAN, 2000, 2005). Tratamentos muito prolongados ocasionam um processo de
resisténcia a eritropoietina sintética levando o animal a apresentar um quadro de aplasia

medular (WEISS, 2003).

A aplasia medular, também conhecida como anemia apldsica, € uma doenca gque acomete
cdes e gatos, sem predilecdo por raga, sexo ou idade. O quadro de aplasia medular se
caracteriza por apresentar pancitopenia na circulagao sanguinea periférica e uma taxa de
reducdo dos trés tipos celulares (eritroide, mieloide e megacariocitica) inferior a 10% ou
mesmo a auséncia deles, uma vez que ocorre, na medula dssea, a substituicdo do tecido
hematopoiético pelo tecido adiposo. Entretanto, ainda é possivel encontrar na medula éssea
algumas células reticulares, endoteliais, macréfagos, mastocitos e alguns linfécitos (GRINDEM

et al., 2009; HARVEY, 2001). Perante esse estado clinico, faz-se necessario que o paciente seja
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submetido a repetidas transfusdes sanguineas visando a recuperacdo da capacidade de
transporte de oxigénio e, por conseguinte, a melhora dos sinais clinicos (ROCHA et al., 2009).
Uma vez que estes pacientes necessitam de periddicas transfusdes sanguineas, outras fontes
de tratamento para a aplasia medular devem ser consideradas, dentre elas a utilizacdo da

terapia com células progenitoras adultas multipotentes (CPAMs).

As CPAMs, mais comumente conhecidas na literatura cientifica como células-tronco
mesenquimais (CTM), sdao definidas como uma populagao celular ndo especializada, longas e
achatadas, apresentando uma morfologia fibroblastoide. Possuem habilidade de se aderir a
superficies poliméricas, elevado potencial de proliferacdo e sdo capazes de se
autorrenovarem, dando origem, de acordo com o microambiente onde se encontram, a
multiplas linhagens celulares. Presentes em todos os tecidos que constituem o organismo, as
CPAMs s3do responsdveis pela manutencdo da homeostase e dos processos reparativos do
microambiente celular dos tecidos injuriados. Estes ocorrem por meio da diferenciacdo
celular, modulagdo do sistema imunolégico através da acdo supressora das respostas
imunoldgicas inata e adaptativa, renovacdo celular, acdo antiapoptdtica por meio da
prevencdo da morte celular via restauracdao do microambiente local, producdo de proteinas
inibidoras de apoptose e diminuicdo da expressdo de proteinas apoptdticas, inibicdo do
estresse oxidativo, responsavel por ocasionar reducdo na taxa de proliferacdo celular,
aumentar a senescéncia e inibir o efeito imunomodulatério das CPAMs, a¢cdo angiogénica na
qual novos vasos sanguineos surgem a partir de vasos pré-existente e ag¢do antifibrética,

responsavel por reduzir a formacdo de cicatrizes (CAPLAN; HARIRI, 2015; YAGI et al., 2010).

Devido ao seu potencial de expansdao in vitro, capacidade de tratar lesdes teciduais,
manutencdo de suas propriedades imunomodulatérias e de diferenciacdo, mesmo apds
longos periodos de criopreservagdo, as CPAMSs se apresentam como um recurso em potencial
tanto para ensaios como para terapias clinicas. Entretanto, para que as CPAMs exercam seu
papel de forma satisfatéria, alguns fatores devem ser considerados, pois influenciam
diretamente no potencial terapéutico das mesmas. Dentre estes, estdo a qualidade das células
a serem utilizadas, integridade celular, capacidade de se autorrenovarem, in vitro, por tempo

limitado, potencial de diferenciacdo, idade do doador, caracteristicas clinicas, taxa de
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senescéncia, funcdo paracrina, além do fato de sua vida util variar de espécie para espécie

(CAPLAN; HARIRI, 2015).

Na medicina veterinaria, a terapia com células-tronco tem se mostrado segura e eficaz no que
tange o tratamento de diversas doengas que acometem tanto os pequenos como os grandes
animais. Dentre estas, estdo as osteoartrites (BLACK et al., 2007, 2008), lesdes tendineas
(SMITH; WEBBON, 2005), doenca renal (SANTOS et al., 2018b, 2019b), ulceras (ALAMOUDI et
al., 2014), complexo gengivite estomatite felina (ARZI et al., 2017), sequela neurolégica de
cinomose (SANTOS et al., 2019a), lesdo medular (KIM et al.,, 2016), lesGes na cornea

(MORIYAMA et al., 2014), dentre outras.

Neste estudo, objetivou-se determinar a seguranca e a eficdcia terapéutica das CPAMs
alogénicas, derivadas do tecido adiposo de cdes e expostas ao processo de criopreservacao,

em cdes acometidos por um quadro de aplasia medular em decorréncia da doenga renal.
MATERIAL E METODOS
Delineamento do estudo cientifico

No presente estudo utilizamos inicialmente a via endovenosa por ser de facil realizacdo, pouco
invasiva e traumatica, causando minimos efeitos colaterais. Foram realizados dois
transplantes de CPAMs pela via endovenosa e um pela via intramedular. Nao foi utilizado um
grupo controle uma vez que a aplasia é uma enfermidade grave ndo sendo ético submeter os

animais a tratamentos que possam comprometer o estado de saude e/ou vida dos mesmos.
Sele¢ao do animal doador do tecido adiposo

As células progenitoras adultas multipotentes derivadas do tecido adiposo (CPAMs-TAC)
utilizadas, foram isoladas a partir de um fragmento tecidual obtido da porgdao abdominal
interna, mais precisamente da regido de incisao pré-retroumbilical. O animal doador foi uma
fémea da raca pastor alemdo, de 4 meses de idade, saudavel. O tecido adiposo foi obtido
durante o processo de castracdo do animal. O proprietdrio do doador forneceu o material

mediante consentimento livre e esclarecido.
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Analise molecular do cdo doador

Foi coletada uma amostra de sangue para a analise da presenca de herpesvirus canino (CHV),
virus da cinomose (CDV), Haemobartonella canis (HCA), Brucella sp. (BRU), Borrelia
burgdorferi (BBU) e Mycoplasma, 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 transcricao reversa com superscript Il (Invitrogen). DNAs foram extraidos
utilizando-se o DNAzol (Invitrogen). Rea¢Ges positivas apresentam fragmentos de DNA de 183
pb (CHV), 170 pb (CDV), 341 pb (HCA), 798 pb, (BRU), 287 pb (BBU). Para cada teste, foram

extraidas duas amostras, controles positivo e negativo (SANTOS et al., 2019a).
Isolamento e armazenamento das CPAMS-TAC

O tecido adiposo obtido no momento da castracao foi lavado em PBS 1x, para 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). Foram adicionados 5 mL de meio basal,
sendo o concentrado celular retirado e centrifugado durante 5 minutos a 200 X g. O
precipitado foi ressuspendido e transferido para uma garrafa de cultivo de 25 cm?, a qual foi
mantida a 37 °C/5% CO, durante 48 horas, em presenga de meio basal constituido de
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium—High Glucose (DMEM-HG; Invitrogen, Califérnia, EUA),
15% de soro fetal bovino (SFB; HyClone, Logan, Utah, EUA), 1% de uma associac¢do antibidtica
(Penicilina G 10.000 Ul/mL, Estreptomicina 10 mg/mL; Invitrogen, Califérnia, EUA), 1% de L-
glutamina (200 mM; Invitrogen, Califérnia, EUA) e 1% de aminoacidos ndo essenciais (200 mM;
Invitrogen, California, EUA), quando o mesmo foi trocado. Os repiques subsequentes foram
realizados por meio de acdo enzimatica utilizando 0,025% de tripsina (Invitrogen). As CPAMs-
TAC foram divididas em aliquotas de 2x10° células/mL, ressuspendidas em meio de
congelamento (10% de DMSO, 70% de soro fetal bovino e 20% de meio basal) e armazenadas

em nitrogénio liquido (SANTOS et al., 2019a).
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Anidlise proliferativa

Para a analise proliferativa foi isolada uma col6nia das CPAMs-TAC e expandida até atingir
uma confluéncia de 70% em garrafa de cultivo de 25 cm?. As células foram removidas por meio
de agdo enzimatica (tripsina 0,025%, Invitrogen) e distribuidas em triplicatas sobre placas de
60 cm? na concentracdo de 10° células/mL. Apds 48 horas, as células foram removidas e

replagueadas. O processo foi repetido até a 122 passagem (SANTOS, 2018a).
Potencial de diferenciagdo osteogénico, adipogénico e condrogénico

A andlise do potencial de diferenciagao osteogénico das CPAMs-PDC, na 42 passagem, foi
realizada por meio do cultivo celular em presenca de meio basal, durante o periodo de 24
horas, na concentracgdo inicial de 1x10° células. Apds 24 horas, o meio foi trocado para o de
inducdo de diferenciacdo osteogénica constituido por Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —
Low Glucose (DMEM-LG; Invitrogen, Califérnia, EUA), 1% de 10> M de dexametasona (Sigma,
Reino Unido), 1% 5 mM de acido ascérbico (Sigma, Reino Unido), 10% de soro fetal bovino
(SFB; HyClone, Logan, Utah, EUA) e 1% Penicilina/Estreptomicina (Penicilina G 10.000 Ul/mL,
Estreptomicina 10 mg/mL; Invitrogen, Califérnia, EUA). A troca do meio foi realizada a cada 3
dias. No 102 dia de cultivo foi adicionado 1% de 200 mM de B-glicerolfosfato (Sigma, Reino
Unido) ao meio de cultura, assim como nas trocas subsequentes. As CPAMs-PDC foram
mantidas em cultura até o 212 dia de diferenciagdo. A caracterizacdo celular foi realizada por

meio da coloracdo de Von Kossa (Sigma, Reino Unido) (SANTOS, 2018a).

Para a analise do potencial de diferenciagao adipogénico, as CPAMs-PDC, na 42 passagem,
foram cultivadas em meio basal, ja descrito previamente, durante o periodo de 24 horas na
concentragdo inicial de 1x10° células. Apds 24 horas, o meio foi trocado para o meio indutor
de diferenciagdo adipogénica, composto por Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — HIGH
Glucose (DMEM-HG; Invitrogen, Califérnia, EUA), 10% de soro fetal bovino (SFB; HyClone,
Logan, Utah, EUA), 1 mM de dexametasona (Sigma, Reino Unido), 100 mM de endomentacina
(Sigma, Reino Unido), 0,5 M de isobutilmetilxantina (Sigma, Reino Unido) + 10 uM de insulina
(Sigma, Reino Unido) e 1% Penicilina/Estreptomicina (Penicilina G 10.000 Ul/mL,

Estreptomicina 10 mg/mL; Invitrogen, Califérnia, EUA), sendo a troca do meio realizada a cada
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3 dias. As CPAMSs-PDC foram mantidas em cultura até o 21¢ dia de diferencia¢do, sendo entdo
fixadas em presencga de paraformaldeido 4%, durante o periodo de 60 minutos, a temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas 3 vezes com etanol 70% e mantidas a
temperatura ambiente por cinco minutos em presenca de Oil Red O (Sigma, Reino Unido),

sendo posteriormente lavadas 3 vezes com agua destilada (SANTOS, 2018a).

Para a analise do potencial de diferencia¢cdo condrogénico, as CPAMs-PDC, na 42 passagem,
foram transferidas, na concentragdo 1x10°, para tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas a 210
X g por 5 minutos. Em seguida foram cultivadas na presenca de meio indutor composto por
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —HIGH Glucose (DMEM-HG; Invitrogen, Califérnia, EUA)
suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB; HyClone, Logan, Utah, EUA), 6,25 mM de
insulina (Sigma, Reino Unido), 0,1 mM de dexametasona (Sigma, Reino Unido), 1 mM de
piruvato de sédio (Invitrogen, Califérnia, EUA), 10 ng/mL TGF-B1 (R&D System, LGC
Biotechnology, Minedpolis, EUA) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Penicilina g 10.000
Ul/mL, Estreptomicina 10 mg/mL; Invitrogen, Califérnia, EUA) sendo a troca do meio realizada
diariamente por 21 dias. Posteriormente, o pellet esférico formado foi fixado, incluso em

parafina, cortado e corado com azul de toluidina (Sigma, Reino Unido) (SANTOS, 2018a).
Analise Tumorgénica

Foram utilizados trés camundongos nudes, mantidos em ambiente estéril durante o periodo
de 90 dias, os quais receberam a infusdo de 2x10° CPAMs-TAC, na 42 passagem, pela via
intraperitoneal. Apds o periodo de 90 dias as CPAMs-TAC ndo foram capazes de induzir a

geracao de teratocarcinomas (SANTOS, 2018a).
Selegdo de pacientes para o estudo

Os cdes foram selecionados a partir de populacGes de pacientes de clinicas veterindrias da
cidade de Sao Paulo, mediante consentimento livre e esclarecido por parte dos proprietarios.
Foram submetidos ao estudo nove cdes (dois Schnauzer standard, dois Beagles, um Bulldog
Francés e quatro SRDs) sendo cinco machos e quatro fémeas, com idades entre trés e 12 anos
e pesos entre dez e 22 kg, acometidos por aplasia medular, diagnosticada por mielograma,

decorrente de um quadro de doenca renal estagio 2 da IRC (++) (IRIS, 2019). Foram avaliados
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os perfis bioquimicos de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), niveis de
potdssio, albumina, calcio, creatinina, ureia, fésforo, sédio e urindlise. Os caes também foram
avaliados por meio de hemograma completo, radiografia toracica, ultrassonografia abdominal
e mielograma. Todos os pacientes apresentavam quadro clinico e laboratorial estdvel ha pelo
menos uma semana antes ao inicio do tratamento, além de apresentar vacinas, vermifugacoes

e controle de ectoparasitas atualizados.
Tratamento com as CPAMs-TAC

Os nove pacientes foram submetidos a dois transplantes com CPAMs-TAC alogénicas pela via
endovenosa e um transplante pela via intramedular, com intervalo médio de 30 dias entre
cada um, tendo sido utilizadas doses de 6x106 CPAMs-TAC em ambas as vias. As CPAMs-TAC
foram descongeladas em banho maria a 37 °C por 2 minutos e transferidas para um tubo
Falcon de 15 mL, sendo acrescentada solucdo fisioldgica na proporgao de 1:1. O concentrado
celular foi homogeneizado e centrifugado a 210 X g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado adicionando-se 3 mL de solucdo fisioldgica. O precipitado celular
foi ressuspendido e homogeneizado, sendo posteriormente centrifugado a 210 X g por 5
minutos a temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes. As CPAMs-
TAC foram ressuspendidas em 5 mL de solugdo fisiolégica e homogeneizadas para serem
transplantadas pela via endovenosa nos pacientes. Quando o transplante ocorreu pela via
intramedular as CPAMs-TAC foram ressuspendidas em 0,5 mL. Os transplantes foram
realizados pelas vias endovenosa (veia cefalica) sem sedacdo e intramedular com sedacdo.
Como medicacgdo pré-anestésica foi administrada 0,5 mg/kg de acepromazina (Acepran 0,2%)
associado a 3 mg/kg de meperidina (50 mg/mL) pela via intramuscular. A analise da viabilidade
das CPAMSs-TAC, apds o descongelamento, foi realizada por meio da coloragdo com Trypan

Blue e apresentou um valor superior a 90% (SANTOS et al., 2019a).
Monitoramento clinico dos pacientes tratados

Os cdes tratados foram submetidos a exames clinicos e laboratoriais: alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), niveis de potassio, cdlcio, creatinina, ureia,

fosforo, albumina, sédio e urindlise, além de hemograma completo. Os exames foram
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realizados anteriormente a cada um dos trés transplantes e 30, 60, 90 e 180 dias apds o ultimo
transplante de CPAMs-TAC. O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da CELLTROVET sob o nimero 3/2018.
Analise estatistica

Os valores hematolégicos dos cdes submetidos as doses de CPAMs-TAC foram analisados

através do teste ANOVA (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A terapia celular com células-tronco vem se mostrando extremamente promissora no
tratamento de diversas doengas que acometem tanto grandes quanto pequenos animais. Seu
potencial reparativo permite que uma vez introduzidas no organismo, adquiram tanto a
morfologia como a funcionalidade de qualquer tipo celular danificado, de forma a reconstituir
o tecido lesionado. Portanto, o tratamento visa, por meio de seus mecanismos de acao, curar
e/ou melhorar a qualidade de vida de pacientes acometidos por diferentes doencas (SANTOS,

2017).

As CPAMs-TAC foram caracterizadas com base em sua morfologia fibroblastoide (Figura 1A),
habilidade de se aderir ao plastico, capacidade de diferenciacdo osteogénica (Figura 1B),
adipogénica (Figura 1C) e condrogénica (Figura 1D) e alto potencial de proliferacdo celular

(Figura 2) (SANTOS, 2018a).

Figura 1 — Aspecto morfoldgico fibroblastoide das células-tronco isoladas a partir do tecido adiposo de cdo
(CTMs-TAC). Imagens das CTMs-TAC (A) e suas representativas diferenciages: osteogénica (B), condrogénica
(C) e adipogénica (D). Objetivas: 10x (A), 20x (B, C) e 4x (D).
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Por se tratar de uma terapia alogénica, as CPAMs-TAC foram testadas molecularmente, ndo
tendo sido detectada a presenca dos patdgenos pesquisados. A analise molecular tem por

objetivo evitar uma possivel transmissdo dos patdgenos em questdo aos cdes receptores.

No presente estudo, os cdes submetidos a terapia com as CPAMs-TAC foram classificados,
segundo a International Renal Interest Society (IRIS, 2019), como acometidos pelo estagio 2
da IRC (insuficiéncia renal cronica) (++). A analise bioquimica anterior ao inicio do tratamento
revelou que os pacientes apresentavam valores de ureia entre 65 mg/dL e 104 mg/dL (valores
de referéncia entre 21 mg/dL e 60 mg/dL) e creatinina entre 1,51 mg/dL e 1,72 mg/dL (valores
de referéncia entre 0,5 mg/dL e 1,4 mg/dL) (KANEKO et al.,, 2008). Todos os pacientes
apresentavam quadro clinico e laboratorial estavel, sendo submetidos a infusdo diaria de 200
mL de solugdo de Ringer com lactato de sédio. O quadro de aplasia mieloide foi diagnosticado
tendo como base sinais clinicos (apatia intensa, mucosas hipocoradas com sangramentos

frequentes) e exames de hemograma e mielograma.

Estudos vém demonstrando ser a via endovenosa de facil execucdo, pouco invasiva e menos
traumadtica, permitindo repetidas aplicagdes com minimos efeitos colaterais, além de
propiciar uma menor probabilidade da ocorréncia de insuficiéncia renal aguda isquémica em
decorréncia de seu efeito paracrino (QUIMBY et al., 2013; ZHANG et al., 2016). As CPAMs-TAC
foram transplantadas em baixas concentracdes e lentamente pois, quando administradas em
elevadas concentragdes e rapidamente pela via endovenosa, pode resultar em

tromboembolismo pulmonar (DEAK et al., 2010a, 2010b; MOLL et al., 2012).

Avia de administracdo local ou direta permite que as CPAMs sejam transplantadas na regido
injuriada, permitindo uma maior retencdo das células na regido lesionada, uma vez que o
sucesso da terapia tende a estar diretamente relacionada a permanéncia das células
transplantadas no local lesionado. Desta forma, as CPAMs poderdo exercer a sua funcdo
pardcrina de forma a auxiliar na reparacgao do tecido danificado. Entretanto, a via direta é um
processo extremamente invasivo e traumatico, sendo uma rota que necessita de uma mao de

obra especializada (BLACK et al., 2007, 2008).
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As transfusdes foram realizadas com intervalos de 30 dias, tendo sido bem toleradas pelos
pacientes. Os dados obtidos por meio de exames laboratoriais revelaram uma reducdo dos

niveis de ureia e creatina, embora ndo foram estatisticamente relevantes.

O primeiro transplante das CPAMs-TAC foi realizado pela via endovenosa, sem que tenham
sido observados efeitos adversos, como vomito, ndusea, alteracdo da pressdo arterial e/ou
variagdo na frequéncia respiratéria. O procedimento foi realizado lentamente e em baixa
concentragdo celular, de forma a minimizar o risco de trombose pulmonar (DEAK et al.,

2010b).

A andlise clinica realizada 72 horas apds o primeiro transplante revelou um aumento na
disposicao fisica e apetite alimentar dos pacientes. Uma semana apds ao primeiro transpante,
oscdes1,3,4,6,7,8e9 foram submetidos a transfusGes de sangue total, as quais passaram
a ser realizadas semanalmente. Os cdes 2 e 5 foram submetidos a transfusdes de sangue total
apos duas semanas do transplante, e a seguir, semanalmente. Embora os cdes tenham
permanecido com um quadro clinico satisfatério, as transfusdes foram realizadas quando os
indices hematoldgicos se apresentavam inferiores a 10%. A melhora clinica apresentada
sugere que as CPAMs-TAC podem ter atuado estabilizando o quadro clinico geral do paciente

em detrimento da medula aplasica.

ApOs a realizagdo do segundo transplante pela via endovenosa, todos os cdes apresentaram
uma melhora significativa no quadro clinico, demonstrando boa disposigdo fisica e alimentar.
Uma semana apds ao segundo transplante os cdes 3, 4, 6, 7, 8 e 9 foram submetidos a nova
transfusdo de sangue total, a qual passou a ser realizada semanalmente. Os cdes 1,2 e 5 foram
submetidos a transfusdes de sangue total duas semanas apds o segundo transplante de

CPAMs-TAC. Posteriormente as transfusdes passaram a ser realizadas semanalmente.

Os transplantes realizados pela via endovenosa se mostraram eficazes no restabelecimento
do quadro clinico dos pacientes, porém, nao foi possivel eliminar a aplasia medular. Estudos
tém demonstrado que a infusdo sistémica resulta na retencgdo das células transplantadas em
diferentes érgaos. Tal fato sugere que, em razao do quadro debilitado do paciente, as CPAMs-

TAC tenham migrado para outras regiGes do organismo (BARBASH, 2003). Sendo assim, optou-
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se pela via de aplicacdo local, intramedular, de forma a viabilizar uma maior retencdo das

CPAMSs-TAC e reduzindo a presenca das células transplantadas em outros érgdos (LI, 2010).

O terceiro transplante das CPAMs-TAC foi realizado pela via intramedular, sem que tenham
sido observados efeitos adversos. Sete dias apds o terceiro transpante foi observado uma
melhora significativa nos indices dos hematdcritos, chegando a atingir valores entre 15% e
17%. Apos 14 dias, os valores estavam entre 23% e 25%. Aos 21 dias os valores situaram-se
entre 39% e 43%. Apos 30 dias do ultimo transplante, os valores variaram entre 41% e 44%.
Os dados obtidos 180 dias apdés a ultima avaliacdo apresentaram valores de hematdcrito
variando entre 42% e 45%. A analise estatistica dos valores crescentes do hematdcrito, em
fun¢do do tempo, foram significativos (p<0,05). Estes resultados sugerem que a transfusdo
das CPAMSs-TAC pela via intramedular favoreceu a recuperacdo do microambiente medular

(SORDI et al., 2005).

Estudos vém sugerindo que as CPAMs sdo responsaveis por regular o processo de
hematopoese do nicho medular. Para tal, foram descritas trés fungdes basicas responsaveis
pelo balango entre as CPAMs quiescentes e as necessarias para a manutencao da estabilidade
tecidual: 1) promover um ambiente estavel e seguro contra diferenciacdes indesejaveis,
apoptose e outros estimulos que afetem a reserva das CPAMs; 2) permitir a interacdo entre
as CPAMs e as células diferenciadas por meio de mecanismos celulares regulando o processo
de regeneracdo tecidual durante o transcorrer da vida do paciente; 3) controlar a quantidade

de CPAMs no corpo do paciente (BEERMAN et al., 2017).

O fato de o transplante realizado pela via intramedular ter se mostrado mais eficaz neste
estudo, sugere que o numero de CPAMs-TAC que atingiu o ambiente medular pela via
sistémica, tenha sido inferior a quantidade necessaria para se restabelecer um quadro de
homeostase satisfatério. Desta forma, demonstrou-se que o sucesso da terapia estd
diretamente relacionado a permanéncia das células transplantadas no local lesionado,

permitindo que atuem de forma eficaz (DIMMELER, 2010).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a infusdo das células progenitoras adultas
multipotentes alogénicas, isoladas a partir do tecido adiposo e posteriormente
criopreservadas, em associacdo com a terapia convencional, pode resultar no
restabelecimento da producdo das linhagens célulares oriundas da medula dssea. Os
resultados apds o transplante intramedular demonstraram uma normalizacdo das linhagens
medulares, o que resultou em uma satisfatdria recuperagao dos caes acometidos pelo quadro

de aplasia medular.

THERAPEUTIC USE OF ALLOGENIC MULTIPOTENT ADULT PROGENITOR CELLS
IN THE TREATMENT OF DOGS AFFECTED BY MEDULLARY APLASIA DUE TO
CHRONIC KIDNEY DISEASE

ABSTRACT

patient's bone marrow is constituted by a cellularity rate of less than 10%. The

myelogram exam tends to present a significant reduction or even absence of the
erythroid, myeloid and mitosis lines. Medullary aplasia may originate from several factors,
including chronic kidney disease (CKD), a syndrome characterized by impaired renal
metabolism, which occurs in a dynamic and progressive manner, culminating in the loss of the
kidney's physiological functions. Multipotent adult progenitor cells (MAPCs), present in all
tissues that make up the organism, have as their main characteristics their potential for cell
self-renewal and differentiation. In this study, 9 dogs without distinction of race and sex, aged
between 3 years and 12 years, affected by a condition of medullary aplasia resulting from CKD
were submitted to the therapeutic action of multipotent adult canine adipose tissue (MAPCs-
TAC) cells, from a healthy donor animal. Three infusions were performed intravenously or
intramedullarily, with an average interval of 30 days without apparent adverse effects, with
clinical improvement, appetite gain, and increased disposition observed after the first
application. Patients demonstrated a significant improvement in renal function as well as
recovery from medullary aplasia. After the infusions of the MAPCs-TAC it is concluded that the
therapy with the MAPCs-TAC collaborated significantly for the improvement of the quality of
life of dogs affected by the medullary aplasia.

NI edullary aplasia has the characteristic of presenting a laboratory picture where the

Keywords: Multipotent adult progenitor cells. Medullary aplasia. Renal insufficiency. Cell
therapy.
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USO TERAPEUTICO DE CELULAS PROGENITORAS ADULTAS MULTIPOTENTES
ALOGENAS EN EL TRATAMIENTO DE CANINOS AFECTADOS POR UN CUADRO
DE APLASIA MEDULAR DEBIDO A LA ENFERMEDAD RENAL

RESUMEN

del paciente se convierte en una tasa de la celularidad inferior al 10%. El examen

mielograma tiende a presentar una reduccion significativa o incluso la ausencia de las
lineas eritroide, mieloide y cariocitica. La aplasia medular puede originarse de varios factores
dentro de los cuales la enfermedad renal crénica (ERC), un sindrome caracterizado por la
alteracion del metabolismo renal que se produce de forma dindmica y progresiva, culminando
en la pérdida de las funciones fisiolégicas de los rifiones. Las células progenitoras adultas
multipotentes (CPAMs) presentes en todos los tejidos que componen el organismo tienen
como caracteristicas principales su potencial de autorrenovacién y diferenciacién celular. En
este estudio, 9 caninos sin distincién de raza y sexo, con edades comprendidas entre los 3 y
los 12 aiios, afectados por una aplasia medular debida a ERC fueron sometidos a la accién
terapéutica de células progenitoras adultas multipotentes del tejido adiposo canino (CPAMs-
TAC), procedentes de un animal donante sano. Se realizaron tres infusiones intravenosas o
intramedulares, con un intervalo medio de 30 dias, sin efectos adversos aparentes, y se
observé mejoria clinica, ganancia de apetito, energia y disposicion mejoradas después de la
primera aplicacion. Los pacientes demostraron una mejora significativa en la funcion renal, asi
como la recuperacién de la aplasia medular. Después de las infusiones de las CPAMs-TAC, se
concluyd que la terapia con las CPAMs-TAC contribuyd significativamente a mejorar la calidad
de vida de los caninos afectados por la aplasia medular.

| a caracteristica de la aplasia medular tiene un cuadro del laboratorio donde la médula

Palabras clave: Células progenitoras adultas multipotentes. Aplasia medular. Insuficiencia
renal. Terapia celular.
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