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RESUMO

aplasia medular é uma doenga caracterizada por um quadro no qual a medula dssea

passa a ser constituida por uma celularidade inferior a 10%, apresentando uma

reducdo ou auséncia dos trés tipos celulares (eritréide, mieldide e megacariocitica).
No presente estudo, as células progenitoras adultas multipotentes, isoladas a partir da polpa
dentaria de cdo sauddvel (CPAMs-PDC), foram analisadas com base em sua morfologia,
potencial de proliferacao e diferenciacao adipogénica, osteogénica e condrogénica sendo
posteriormente criopreservadas. Foram realizadas trés aplicagdes de 6 x 10° CPAMs-PDC,
com intervalos de trinta dias, em doze pacientes acometidos por um quadro de aplasia
medular, sendo trés Schnauzers, dois Beagles, trés Bulldogs e quadro SRDs. O grupo de
animais foi composto por 8 machos e 4 fémeas, com idades entre 2 e 6 anos e peso entre 10
e 23 kg. Duas das aplicacbes foram realizadas pela via intravenosa e uma pela via
intramedular. Os resultados demonstraram uma resposta medular, com elevacdo da
porcentagem do hematdcrito até a estabilidade total da medula. Nesse sentido, este estudo
sugere que em casos de aplasia mieldide derivada do quadro de erliquiose, a terapia com
células-tronco se apresenta extremamente promissora.

Palavras-chave: Anemia aplasica. Caes. Células-tronco. Terapia celular. Medula dssea.
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INTRODUCAO

A aplasia medular, também conhecida como anemia aplasica, € uma doenca relativamente
rara em caes e gatos, sem predilecdo por raca, sexo ou idade, caracterizada por um quadro
no qual a medula passa a ser constituida por menos de 10% de celularidade (FELDMAN,
2005). Caes jovens (até 3 anos de idade) apresentam um valor limitante de 75% de
celularidade, cdes adultos (3,1 a 8 anos de idade) 50% de celularidade e cdes idosos (acima
de 8 anos de idade) 25% de celularidade (GRINDEM et al., 2002). O quadro de aplasia
medular é definido como o resultado da substituicdo do tecido hematopoiético pelo tecido
adiposo, somado a redugdo, <10% ou auséncia dos trés tipos celulares (eritroide, mieldide e
megacariocitica), embora algumas células reticulares, endoteliais, macréfagos, mastécitos e

alguns linfécitos possam ainda estar presentes (GRINDEM et al., 2002).

As células progenitoras adultas multipotentes (CPAMs), mais comumente denominadas na
literatura cientifica como células-tronco mesenquimais (CTMs), sdao definidas como uma
populacdo celular imatura, ndo especializada, responsavel por dar suporte ao processo de
homeostase, além de possuir as capacidades de auto-renovacdo e diferenciacdo em

multiplas linhagens celulares a partir do microambiente em que se localizam (CIVIN, 2001).

As CPAMs podem ser isoladas a partir de diferentes fontes teciduais, como cordao umbilical,
medula éssea e tecido adiposo (KANG et al., 2012). Apds serem inseridas no organismo, as
CPAMs tendem a migrar para as regioes injuriadas, por meio do processo de quimiotaxia,
onde irdo atuar no processo de recuperacdo do tecido lesionado (CIVIN, 2001). Durante este
processo é possivel observar um aumento no acumulo de hemossiderina em macréfagos,
uma vez que os estoques de ferro ndao sao utilizados para producdo de eritrécitos
(RODRIGUEZ et al., 1999). Desta forma os mecanismos da aplasia medular podem ser
divididos com base na destruicdo das células-tronco ou das células progenitoras, linhagens
especificas ou mutacdo genética, resultando na diminuicdo da capacidade proliferativa das
células-tronco, assim como desregulacdo de citocinas hematopoiéticas e alteracdes no

estroma (MEDINGER et al., 2018; PIETRAS, 2017).

Estudos realizados na area da medicina veterinaria vém comprovando tanto a eficacia como

a seguranca das CPAMs no ambito terapéutico em varias espécies. Dentre as diversas
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doencas tratadas temos as osteoartrites (HARMAN et al., 2016), sequela neuroldgica de

cinomose (SANTOS et al., 2019a) e doenga renal (SANTOS et al., 2019b).

Neste estudo, temos por objetivo determinar tanto a seguranca como a eficacia terapéutica
das CPAMs alogénicas, derivadas da polpa dentdria de cdes, expostas ao processo de
criopreservagao, em caes acometidos pela aplasia medular de origem infecciosa, nesse caso,

a erliquiose.
MATERIAL E METODOS
Delineamento do estudo cientifico

No presente estudo as células progenitoras adultas multipotentes, isoladas a partir da polpa
dentdria de cdo saudavel (CPAMs-PDC) foram transplantadas em 12 cdes acometidos por um
quadro de aplasia medular em decorréncia da infec¢do por Ehrlichia spp. Nao foi utilizado
um grupo controle uma vez que a erliquiose canina é uma enfermidade grave que causa
transtornos potencialmente nocivos a saude dos cdes, podendo ser fatal. O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-CELLTROVET) sob o
numero 2/2022.

Sele¢do do animal doador da polpa dentaria para o tratamento alogénico

As CPAMs-PDC utilizadas no presente estudo, foram isoladas a partir da polpa de um dente
de leite obtido a partir de um cdo da raca Beagle, de 6 meses de idade, clinica e
laboratorialmente sauddvel, mediante consentimento livre e esclarecido por parte dos

tutores.
Isolamento das CPAMs-PDC

O dente recém-extraido do cdo foi lavado em agua destilada estéril e mantido em meio de
cultura DMEM/Ham’s F-12 (Invitrogen®, Califérnia, EUA) contendo 4% de solucdo antibidtica
Penicillin-Streptomycin (penicilina G 10.000 Ul/ml, estreptomicina 10.000 pg/ml, Invitrogen®,
Califérnia, EUA) até o momento da extracdo do material pulpar. Para a remocdo da polpa, foi
realizado um sulco ao redor da regido cervical do dente utilizando micromotor (Marathon 3,
Korea, KO) associado a disco diamantado e aparato de protecdo. Foi realizada a fratura

coronario-radicular na regido demarcada com auxilio de 2 férceps cirurgicos adultos n 1,
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expondo a porc¢ao pulpar. A polpa foi removida com auxilio de limas endodénticas tipo Kerr
(n® 15) visando a remogdo do contetdo pulpar integral, contendo polpa coronaria e
radicular. A polpa recém-extraida foi lavada rapidamente em solu¢do tampao fosfato salina
(PBSA) (Invitrogen®, Califérnia, EUA) estéril contendo 4% de solugdo antibidtica (Invitrogen®,
Califérnia, EUA). A polpa foi fragmentada em placa de Petri de 60 mm de diametro contendo
PBSA (Invitrogen®, Califérnia, EUA) com auxilio de laminas de bisturi estéreis.
Imediatamente, o tecido pulpar foi transferido para Placas de Petri contendo 3 ml de solu¢ao
de tripsina 0,025% (Invitrogen®, Califérnia, EUA) e mantidas em estufa Uumida a 37 °C,
contendo 5% de CO, por 10 minutos. Apds a agdo enzimatica, a tripsina foi neutralizada com
meio de cultura 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 solucdo antibidtica (Invitrogen®, Califérnia, EUA), 1% de |-glutamina (200
mM; Invitrogen®, Califérnia, EUA) e 1% de aminodacidos ndo essenciais (200 mM;
Invitrogen®, Califérnia, EUA) e fragmentos pulpares foram transferidos para novas placas de
Petri contendo meio basal e mantidos em estufa Umida a 37 °C, contendo 5% de CO, para
avaliacao do desprendimento de células do tecido. Apds as células terem se desprendido do
tecido as mesmas foram transferidas para uma garrafa de cultivo de 25 cm? a qual foi
mantida em estufa imida a 37 °C, contendo 5% de CO,, sendo o meio basal trocado a cada
72 horas. As passagens subsequentes foram feitas por meio de acdo enzimatica utilizando
tripsina 0,025% (Invitrogen®, Califérnia, EUA) para individualizagao das células, na proporgao
de 1,0 ml/frasco, durante quatro minutos, a 37 °C. As CPAMs-PDC foram divididas em
aliquotas de 2 x 105, ressupensas em meio de congelamento composto por 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), 70% de SFB (HyClone®,
Logan, Utah, EUA) e 20% de DMEM-HG (Invitrogen®, Califérnia, EUA) e armazenadas em
nitrogénio liquido. As CPAMs-PDC foram administradas com menos de um ano de
armazenamento. Para serem injetadas nos caninos as células foram descongeladas e o meio

de criopreservacao foi removido.
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Anadlise proliferativa e do potencial de diferenciagdo osteogénico, adipogénico e

condrogénico

As técnicas e os procedimentos de andlise de proliferacdo celular e diferenciacdo
osteogénica, adipogénica e condrogénica foram realizados conforme descrito por Santos
(2018). A andlise proliferativa foi realizada a cada trés dias (triplicatas), partindo-se da
concentragio 10 células mantidas em garrafas de 25 cm? sendo o processo repetido até a
122 passagem. As analises dos potenciais de diferenciagdo osteogénico, adipogénico e
condrogénico foram realizadas a partir de cultivos, na 4° passagem, na concentracio de 10°
células sendo os resultados obtidos no 212 dia. A diferenciacdo osteogénica foi obtida por
meio da coloracdo de Von Kossa (Sigma®, Reino Unido), a adipogénica em presenca de Oil
Red O (Sigma®, Reino Unido) e a condrogénica foi corada com azul de toluidina (Sigma®,

Reino Unido) (SANTOS, 2018).
Seleg¢ao de pacientes para o estudo

Os caes foram selecionados a partir de populacdes de pacientes de clinicas veterindrias da
cidade de Sdo Paulo, mediante consentimento livre e esclarecido por parte dos tutores.
Foram submetidos ao estudo 12 cdes: trés Schnauzers, dois Beagles, trés Bulldogs e quatro
SRDs, sendo 8 machos e 4 fémeas, com idades entre 2 e 6 anos e peso entre 10 e 23 kg,
acometidos por aplasia medular de origem infecciosa (erliquiose), diagnosticado por meio
dos sinais clinicos e dados laboratoriais (hemograma, exames bioquimicos e urinalise). Foi
realizado um mielograma por meio de aspirado da medula dssea para confirmacdo do
diagndstico. Antes de iniciar os estudos os cdes foram avaliados quanto ao perfil bioquimico
de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), niveis de fosforo, sédio, potdssio,
calcio, creatinina, ureia, hemograma e urindlise, além de radiografia toracica e
ultrassonografia abdominal. Todos os pacientes apresentavam um quadro clinico e
laboratorial estdvel ha pelo menos duas semanas antecedentes ao tratamento e estavam
com as medidas de profilaxia sanitaria atualizadas (vacinas, vermifugacdes e controle de

ectoparasitas).
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Tratamento com as CPAMs-PDC

Os pacientes foram submetidos a trés aplicagdes com CPAMs-PDC alogénicas, com intervalo
médio de 30 dias entre cada infusdo. As CPAMs-PDC foram descongeladas em banho maria a
37 °C por 2 minutos e transferidas para um tubo cénico feito em polipropileno graduado de
15 ml sendo acrescentada solugao fisioldgica na propor¢do de 1:1. A suspensao celular foi
homogeneizada e centrifugada a 210 g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 3 ml de solugao fisioldgica. O precipitado celular
foi suspenso e homogeneizado sendo posteriormente centrifugado a 210 g por 5 minutos a
temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes. As CPAMs-PDC
foram suspensas em 5 ml de solucdo fisioldgica homogeneizadas para serem posteriormente
infundidas por via intravenosa. Quando aplicadas pela via intramedular as CPAMs-PDC foram
suspensas em 0,5 ml. As aplicacbes foram realizadas pela via intravenosa (veia cefdlica) sem
sedacdo e por via intramedular com sedacdo. Como medicagdo pré-anestésica foi aplicado
0,5 mg/kg de acepromazina (Acepran® 0,2%) associado a 3 mg/kg de meperidina (50 mg/ml)
pela via intramuscular. Foram utilizadas doses de 6 x 10° de CPAMs-PDC alogénicas. Analise
da viabilidade das CPAMSs-PDC apds o descongelamento foi realizada por meio da coloragao

com Trypan Blue solution (Sigma®, Reino Unido) e apresentou valor superior a 90%.
Monitoramento clinico dos pacientes tratados

Os cdes tratados no presente estudo foram submetidos a exames clinicos e laboratoriais
(hemograma e bioquimico por meio da analise da ALT, FA, niveis de fésforo, sddio, potdssio,
calcio, creatinina, ureia e urinalise). Os exames foram realizados anteriormente a cada uma

das trés aplicag¢des, 30, 60, 90 e 180 dias apds a terceira aplicagao.
Anidlise estatistica

Os valores obtidos por meio do hemograma dos cdes submetidos as doses de CPAMs-PDC

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

As CPAMs-PDC foram caracterizadas com base em sua morfologia fibroblastoide (Figura 1A e
1B), habilidade de se aderir ao plastico, capacidade de diferenciacdo osteogénica (Figura 1C),
adipogénica (Figura 1D) e condrogénica (Figura 1E) e alto potencial de proliferag¢dao celular
(Figura 2) (SANTOS, 2018). A analise tumorgénica foi realizada em camundongos nudes.
Foram utilizados trés animais, mantidos em ambiente estéril durante o periodo de 90 dias,
os quais receberam a infusio de 2 x 10° CPAMs-PDC, na 4° passagem, pela via
intraperitoneal (SANTOS, 2018; TAN, 2021). Apds o periodo de 90 dias as CPAMs-PDC ndo

foram capazes de induzir resposta imunoldgica ou gerar teratocarcinomas (SANTOS, 2018).

Figura 1 — Caracteriza¢do das CPAMs-PDC com base em sua morfologia e potencial diferenciagdo celular. A e B:
morfologia fibroblastoide das CPAMs-PDC (obj. 10x); C: demonstracdo do potencial de diferencia¢do
osteogénico das CPAMs-PDC por meio da marcagdo com Von Kossa demonstrando a calcificacdo da matriz
extracelular (obj. 40x); D: demonstragdo do potencial de diferenciag¢do adipogénico das CPAMs-PDC por meio
da marcagdo com Oil Red O que demonstra o acumulo de gotas lipidicas nas culturas (obj. 20x); E:
demonstragdo do potencial de diferenciagao condrogénico das CPAMs-PDC por meio da marcagdo positiva para
condrdcitos por meio do azul de toluidina observada na metacromasia do pellet (obj. 40x).
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Analise Proliferativa das CPAMs-PDC
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Figura 2 - Grafico da analise proliferativa das CPAMs-PDC. Col6nias de CPAMs-PDC foram expandidas até
atingirem a concentragdo 1 x 10° céIuIas/cmz. As populacdes foram avaliadas quanto ao seu crescimento
celular a cada trés dias durante 12 passagens, demonstrando crescimento exponencial até a 72 passagem, apds
a qual se observou uma queda na taxa de proliferacdo celular.

Visando o correto diagndstico de aplasia medular, foi realizada a exclusdao de outras causas
de pancitopenias, como as associadas a mielofitise (leucemias e mielofibrose), mielonecrose,
aplasia pura da série vermelha (PRCA), sindrome mielodisplasica (SMD) e sindrome
hemofagocitica (FELDMAN, 2005). A avaliacdo de medula ¢ssea foi realizada por
mielograma, indicado quando se detecta alteracdes no sangue periférico incapazes de serem
explicadas em um hemograma. As indicacdes mais comuns incluem neutropenia ou
trombocitopenia persistentes, trombocitose ou policitemia, anemias arregenerativas ou uma
combinacdo de algumas destas, além da presenca de células atipicas em sangue periférico

(GRINDEM et al., 2002).

No presente estudo, os caes foram diagnosticados com quadro de aplasia mieloide baseado
em sinais clinicos de apatia intensa, anemia, mucosas hipocoradas com sangramento

frequente e exames de hemograma e mielograma.
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Os baixos valores de hematdcrito, variando entre 4% e 5% (valor de referéncia: 40% a 53%),
foram clinicamente expressos pelo quadro de anemia intensa e apatia. O mielograma
demonstrou que os tipos celulares hematopoiéticos eritrociticos, granulociticos e
megacariociticos encontravam-se em concentragdes < 5%. Estes dados sugerem que os
pacientes apresentavam um quadro caracteristico de aplasia medular, podendo ser
decorrente de concentracdo insuficiente de CPAMs na medula dssea, anormalidades no
ambiente hematopoiético, anormalidade humoral ou do controle celular da hematopoiese

(FELDMAN, 2005).

Os cdes estavam sendo submetidos a transfusGes semanais de sangue total. Estas tém por
objetivo a recuperacao da capacidade de transporte de oxigénio em casos de anemias graves
por perda aguda de sangue (ROCHA et al., 2009). Entretanto, em cdes, a meia vida das
hemdcias transfundidas é de aproximadamente 21 dias, o que predispde a reacgdes de
aglutinacdo das hemdcias e severos danos ao organismo (FELDMAN, 2005). Sendo assim,
outras fontes de tratamento para a aplasia medular devem ser consideradas como, por

exemplo, a terapia celular com células-tronco (SANTOS et al., 2017).

Santos et al. (2017) demonstraram a seguranca e a eficacia terapéutica das células-tronco
mesenquimais alogénicas, derivadas do tecido adiposo de felinos, no tratamento de gatos
resistentes a eritropoietina sintética com quadro de aplasia medular decorrente da doenca

renal cronica.

A utilizacdao das CPAMs-PDC alogénicas, no presente estudo, eliminou a necessidade de se
submeter os pacientes, clinica e laboratorialmente debilitados, a um procedimento cirurgico
ou aguardar o momento de uma troca dentdria. O procedimento cirurgico teria por objetivo
a obtencdo de amostras de cada animal de onde seriam obtidas as CPAMs, visando uma
abordagem terapéutica autdloga. A utilizacdo, na clinica veterinaria, das CPAMs alogénicas,
guando sdo previamente armazenadas, se apresenta como um procedimento mais rdpido e
seguro, uma vez que exclui a necessidade dos processos de isolamento e caracterizacdo

celular, o que levaria um periodo de aproximadamente quatro semanas.

No presente estudo, foram utilizadas no procedimento terapéutico as CPAMs-PDC

armazenadas no Banco de Células-Tronco da CELLTROVET. A utilizacdo das CPAMs-PDC
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alogénicas s6 é possivel devido a estas apresentarem atividade imunomoduladora, nao
sendo, portanto, reconhecidas pelo sistema imunolédgico dos cdes receptores (AMORIM,

2020).

Estudos demonstraram que as CPAMs-PDC podem regular a resposta imune, inibindo a
maturacdo das células dendriticas, bem como a supressao da proliferacdo e fungao dos
linfocitos T e B e células natural killer (CORCIONE et al., 2006; KLYUSHNENKOVA et al., 2005;
SPAGGIARI et al., 2008; ZHANG et al., 2004). Tal fato se deve as CPAMs apresentarem uma
baixa expressao do complexo de histocompatibilidade classe Il (MHC-11) e co-estimulacao das
moléculas em sua superficie celular, necessarias para a ativacdao de célula T, tornando-as
invisiveis para o sistema imunolégico (MACHADO et al., 2013). Tais caracteristicas abriram a
perspectiva acerca da viabilidade da aplicagdo das CPAMs alogénicas no procedimento
terapéutico, uma vez que os efeitos imunomoduladores das CPAMs tendem a suprimir a
funcdo imunoldgica do animal recepto, resultando em seu mecanismo de tolerancia e
consequentemente a ndo necessidade da utilizacdo de drogas imunossupressoras

(PIERDOMENICO et al., 2005).

Nao foram identificadas rea¢des de aglutina¢cdao das hemacias e severos danos ao organismo,
demonstrando que repetidas infusdes de CPAMs-PDC alogénicas, na concentracdo de 6 x

10°, foram bem toleradas pelos pacientes.

Em razdo do estado clinico dos animais, optou-se inicialmente pela utilizacdo da via
intravenosa, por meio da punc¢ao da veia cefdlica, evitando-se submeter os cdes a acdo de
anestésicos. Esta caracteriza-se por ser de facil execug¢do, pouco invasiva e menos
traumatica, permitindo repetidas aplicagdes com o minimo de efeitos colaterais. Dados vém
demonstrando que a adminsitracdo das CPAMs pela via intravenosa, tende a reduzir, por
meio de seu efeito paracrino, a probabilidade da ocorrencia de, por exemplo, insuficiéncia
renal aguda isquémica (TOGEL et al., 2005). Entretanto, quando administradas em altas
concentracgOes, pesquisas sugerem a possivel formacdo de tromboembolismo pulmonar
(FURLANI et al., 2009; MOLL et al.,, 2012). Embora a utilizacdo de equipos de trasfusdo
evitem a passagem de agregados celulares, neste estudo optou-se pela ndo utilizacdo dos

mesmos uma vez que foi utiizada a concentragao de 6 x 10° CPAMs-PDC.
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A utilizacdo da via sistémica se deve ao fato de que uma lesdo no organismo tende a resultar
em uma altera¢ao na homeostase, ocasionando uma variacao no ambiente celular (HO et al.,
2012; LIAN et al., 2022). Este emite sinais para as CPAMs, presentes no nicho tecidual, as
quais secretam fatores tréficos que sdo constituidos de moléculas bioativas (fatores de
crescimento e citocinas), responsaveis por atrair as CPAMs injetadas sistemicamente para o
local injuriado onde atuam modulando a resposta inflamatdria, angiogénese e mitose das
células envolvidas no processo de reparagao tecidual de forma a restabelecer a homeostase
do sistema (VIZOSO et al., 2019). Em doencgas como cinomose e insuficiéncia renal a infusdo
sistémica de CPAMs vem apresentando resultados promissores (SANTOS et al.,, 2018;

SANTOS et al., 2019b).

Apds a primeira infusdo intravenosa das CPAMSs-PDC alogénicas, os animais nao
apresentaram efeitos adversos como vOmito, ndusea, alteracdo da pressdo arterial e/ou
variacdo na frequéncia respiratéria. As CPAMs-PDC alogénicas foram administradas na
concentragdo de 6 x 10° células e lentamente. Estudos vém demonstrando o risco de
trombose pulmonar quando uma elevada concentracdo celular é administrada rapidamente

pela via intravenosa (COPPIN et al., 2020; TOGEL et al., 2005; YASUMURA et al., 2022).

A analise clinica dos cdes, realizada 72 horas apds a primeira infusdo intravenosa das CPAMs-
PDC alogénicas, efetuada dois dias apds uma transfusao sanguinea, revelou um aumento na
disposicao fisica e apetite alimentar dos pacientes, embora os dados laboratoriais nao
tenham apresentado melhora significativa. Uma semana apds a primeira infusdao de CPAMs-
PDCos cdes 1, 3,4,5,6,7,9, 10, 11 e 12 foram submetidos a nova transfusdao de sangue
total, a qual passou a ser realizada semanalmente. Os cdes 2 e 8, foram submetidos a
transfusdao de sangue total 12 e 14 dias apds a primeira infusdo de CPAMs-PDC
respectivamente, a qual retornou a periodo semanal. Embora os cdes tenham permanecido
com um quadro clinicamente satisfatério, as transfusdes foram realizadas quando os indices

hematoldgicos se apresentavam inferiores a 10%.

A melhora clinica apresentada sugere que as CPAMs-PDC alogénicas atuaram de forma a
estabilizar o quadro clinico dos pacientes, em detrimento da medula aplasica. Desta forma, a

resposta hematolégica pode estar diretamente relacionada tanto ao quadro clinico inicial
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como a sua fisiologia. As células tendem a atuar inicialmente proporcionando uma resposta
sistémica resultando uma melhora homeostatica do estado clinico do paciente (SANTOS et

al., 2017; SANTOS et al., 2019a; SANTOS et al., 2019b).

Ap0s a realizagdo da segunda infusao intravenosa das CPAMs-PDC alogénicas, todos os caes
continuaram a apresentar um quadro clinico estavel, com disposicao fisica e alimentar. Uma
semana apos a segunda infusdo de CPAMs-PDC os cdes 4, 6 e 10 foram submetidos a nova
transfusao de sangue total, a qual passou a ser realizada semanalmente. Os cdes 1, 3, 7,9 e
12 forma submetidos a transfusdo de sangue total 13 e 22 dias apds a segunda infusdo de
CPAMs-PDC, ao passo que os cdes 2 e 5 aguardaram o periodo de 15 dias e os cdes 8 e 11
aguardaram o periodo de 16 dias, os quais receberam apenas uma transfusdo no periodo

entre a segunda e terceira infusao de CPAMSs-PDC.

Embora as aplicagbes sistémicas tenham se mostrado eficazes no que se refere tanto ao
restabelecimento do quadro clinico dos pacientes como o espagcamento das transfusGes
sanguineas, estudos tém demonstrado que a infusdo sistémica resulta na retencdo das
células transplantadas em outros érgdos sugerindo que, em razao do quadro debilitado do
paciente, as CPAMs-PDC alogénicas tenham migrado para outros sistemas. Sendo assim,
optou-se pela via de aplicacdo direta, intramedular, a qual possibilitou uma maior retencao
das CPAMSs-PDC alogénicas, reduzindo a presencga das células transplantadas em outros

orgaos.

Sete dias apds a realizagcdo da terceira infusdo CPAMs-PDC alogénicas, realizada pela via
intramedular, foi observada uma melhora significativa nos indices de hematdcritos,
chegando a atingir valores entre 14 e 17%. O hemograma realizado 14 dias apds a terceira
infusdo apresentou valores variando entre 21 e 24% ao passo que exame realizado 21 dias
apos a aplicacdo revelou valores que alternavam entre 38 e 42% de hematdcrito. Exames
realizados nos cdes 30 dias apds a terceira aplicacdo de CPAMs-PDC revelou valores que
variavam entre 42 e 45%. Os dados obtidos 180 dias apds a ultima avaliacdo apresentou
valores hematologicos variando entre 41 e 46%. Portanto foi observada resposta crescente
dos valores hematoldgicos (p<0,05) em funcdo do tempo. Os animais, apds a terceira

aplicacdo, nao foram mais submetidos a transfusées sanguineas.
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Estes resultados sugerem uma recuperacao do ambiente hematopoiético composto tanto
pelas CPAMs, responsaveis pela produgao das células sanguineas assim como as CPAMs

responsaveis por dar origem as diversas linhagens que constituem o estroma medular.

Estudos vém sugerindo serem as CPAMs responsaveis por promover tanto um nicho
adequado como regular o processo de hematopoiese do ambiente celular (GRABCZEWSKA
et al., 2013; MITSUMORI et al., 2014; BONIFAZI et al., 2019). Para tal, foram descritas trés
fungdes basicas responsdveis pelo balango entre as CPAMs quiescentes e as necessarias para
a manutencdo da estabilidade tecidual: 1) permitir a interacdo entre as CPAMs e as células
diferenciadas por meio de mecanismos celulares, de forma a regular o processo de
regeneracdo tecidual durante o transcorrer da vida do paciente; 2) promover um ambiente
seguro e estavel contra diferenciagdes indesejaveis, apoptose e outros estimulos que afetem
a reserva das CPAMs; 3) controlar a quantidade de CPAMs no corpo do paciente, assim como

evitar uma excessiva proliferacdao das mesmas (KANDARAKOV et al., 2022).

O fato de a aplicacdo intramedular ter se mostrado mais efetiva, sugere que o niumero de
CPAMSs-PDC alogénicas que alcancou a medula pela via sistémica, tenha sido em quantidade
inferior a necessaria para o estabelecimento de um quadro de homeostase satisfatério
(FELDMAN, 2005). Desta forma, sugere-se que o sucesso da terapia estd diretamente
relacionado a permanéncia das células transplantadas no local lesionado, permitindo que

possam atuar de forma mais efetiva.
CONCLUSAO

Na medicina veterinaria hd poucos avancos na utilizacdo de transplantes medulares para o
tratamento da aplasia medular. Os resultados pioneiros obtidos por meio do presente
estudo demonstraram que a infusdo das células progenitoras adultas multipotentes
alogénicas, isoladas a partir da polpa dentaria de cdes jovens, em associacdo com a terapia
convencional, resultou no restabelecimento da producao das linhagens célulares oriundas da
medula éssea e consequente recuperacdo dos cdes acometidos pelo quadro de aplasia

medular.
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THERAPEUTIC POTENTIAL OF ALLOGENEIC MULTIPOTENT ADULT
PROGENITOR CELLS DERIVED FROM DENTAL PULP IN THE TREATMENT OF
MEDULLARY APLASIA SECONDARY TO CANINE EHRLICHIOSIS

ABSTRACT

marrow is constituted by less than 10% cellularity, with a reduction or absence of

the three cell types (erythroid, myeloid and megakaryocytic). In view of the
presented framework, the study in question aims to obtain a new approach to therapy for
the treatment of medullary aplasia. In this sense, in the present study, multipotent adult
progenitor cells, isolated from the dental pulp of healthy dogs (MAPCs-DPD), were analyzed
based on their morphology and their potential for adipogenic, osteogenic and chondrogenic
proliferation and differentiation. Twelve dogs affected by medullary aplasia underwent three
applications of MAPCs-PDC. The results presented a medullary response, with an increase in
the percentage of hematocrit until the total stability of the medulla. In that regard, this
study demonstrates that in cases of medullary aplasia derived from ehrlichiosis, stem cell
therapy is extremely promising.

NI edullary aplasia is a disease characterized by a condition in which the bone

Keywords: Aplastic anemia. Dogs. Stem cells. Cell therapy. Bone marrow.

POTENCIAL TERAPEUTICO DE CELULAS PROGENITORAS ADULTAS
MULTIPOTENTES ALOGENICAS DERIVADAS DE PULPA DENTAL EN EL
TRATAMIENTO DE LA APLASIA MEDULAR SECUNDARIA A EHRLICHIOSIS
CANINA

RESUMEN

médula esta compuesta por menos del 10% de celularidad, mostrando una reduccién o

ausencia de los tres tipos de células (eritroide, mieloide y megacariocitica). Ante la
situacion presentada, el trabajo en cuestion pretende obtener un nuevo enfoque
terapéutico para el tratamiento de la aplasia medular. En este sentido, en el presente
estudio se analizaron células progenitoras multipotentes adultas, aisladas de la pulpa dental
de un perro sano (CPAMs-PDC), en funciéon de su morfologia, potencial de proliferacién y
diferenciacién adipogénica, osteogénica y condrogénica. Doce perros afectados por aplasia

| a aplasia medular es una enfermedad caracterizada por una condiciéon en la que la
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medular fueron sometidos a tres aplicaciones de CPAMs-PDC. Los resultados demostraron
una respuesta medular, con aumento del porcentaje de hematocrito hasta la total
estabilidad de la médula. En este sentido, este estudio demuestra que en casos de aplasia
mieloide derivada de ehrlichiosis, la terapia con células madre es sumamente prometedora.

Palabras clave: Anemia aplasica. Perros. Células madre. Terapia celular. Médula ésea.
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