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Resumo

A doenca renal cronica tem grande importancia na medicina veterinaria, pois representa grande casuistica na
clinica de pequenos animais, ndo possuindo perspectiva de cura até 0 momento. 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 funcdes fisiologicas dos rins. Atualmente, o tratamento
inclui fluidoterapia, orientagdo dietética, dialise e tratamento sintomatico paliativo, os quais visam prover uma
melhora na qualidade de vida dos pacientes. Neste estudo, 12 cdes sem distingdo de raca e sexo, com idades
entre 3 e 11 anos, acometidos pela doenca renal cronica, estagio dois, foram tratados com células progenitoras
adultas multipotentes, oriundas da gordura de animais doadores saudaveis. Foram realizadas trés aplicacdes
pela via endovenosa, com intervalo médio de 30 dias. Todos os pacientes demonstraram uma melhora
significativa da funcdo renal ap0ds as infusdes das células progenitoras adultas multipotentes alogénicas de
tecido adiposo de caninos, sem aparentes efeitos adversos. Foi observada uma melhora clinica, ganho de apetite
e aumento da disposi¢do em todos os pacientes ja apos a primeira aplicacdo. Conclui-se que a terapia com
células progenitoras adultas multipotentes colaboraram significativamente para a melhoria da qualidade de
vida dos cdes acometidos pela doenga renal cronica, estagio 2.
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Abstract

Chronic kidney disease, or chronic kidney failure, is of great importance in canine veterinary medicine because
of the widespread incidence and lack of prospective cure at the moment. This syndrome is characterized by
compromised function of the kidney metabolism, which occurs progressively over the course of months to
years, culminating in the loss of physiological kidney function. Presently, therapies include rehydration,
nutritional orientation, and dialysis, which seek to improve the quality of life of animals. In this study, 12 dogs
of unidentified breeds, between 3 and 11 years of age, affected by stage 2 chronic kidney disease, were treated
with multipotent adult progenitor cells from the fat of a healthy donor animal. Three intravenous applications
with intervals of 30 days were administered. All the animals demonstrated a significant improvement in kidney
function after the applications of allogenic multipotent adult progenitor cells without apparent adverse effects.
All animals saw increased appetite, improved clinical appearance and a general improvement of disposition
after only the first application. In conclusion, treatment with multipotent adult progenitor cells aided with a
significant improvement of life for the affected canines diagnosed with stage 2 chronic kidney disease.
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Introducéo

A doenca renal, uma sindrome de alta
incidéncia em cées, é a responsavel por ocasionar
elevados indices de morbidade e mortalidade
(Grauer, 2005). Esta sindrome se caracteriza pelo
comprometimento do metabolismo renal, o qual
ocorre de forma dindmica e progressiva, por
periodos que variam de meses a anos, culminando
na perda das funcdes fisioldgicas dos rins (Pressler,
2013). Dados demonstraram que o0 rim é
responsavel por filtrar o sangue, a fim de excretar
residuos metabdlicos e liberar horménios que tém
papel vital no controle da pressdo arterial sistémica
e na producdo de glébulos vermelhos (Pressler,
2013).

As terapias convencionais, fluidoterapia,
orientacdo dietética e didlise visam prover uma
melhora na qualidade de vida dos pacientes.
Entretanto, mesmo  utilizando-se  terapias
conservativas, a injuria estrutural tende a evoluir,
favorecendo a reducdo da massa renal e
consequentemente a faléncia do 6rgdo (Castro,
2005).

Embora fundamental, sdo baixos os indices
de diagnostico na fase inicial da doenca renal, pois
a manifestagdo dos sinais clinicos caracteristicos
tende a ocorrer em estagios mais avancgados da
doenca. Devido aos aspectos restritivos, o
prognéstico a longo prazo tem se mostrado
desfavoravel (Barber, 2003). Na medicina
veterindria  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 doenca renal (DR) pode ser classificada
em insuficiéncia renal aguda (IRA) ou
insuficiéncia renal crbnica (IRC). A IRA é
caracterizada pela rapida perda da funcdo dos
néfrons, resultando em azotemia e/ou aparecimento
de alteragbes em fluidos e eletrdlitos por meio da
diminuicdo do fluxo sanguineo intra-renal e danos
celulares (Etiinger et al., 2017). Ja a IRC apresenta
lesGes irreversiveis e progressivas gque tornam o
rim incapaz de realizar suas fungdes. O ritmo de
progressdo depende da doenca original e causas
agravantes como hipertensdo, infecgdo urinéria,
nefrite, diabetes, dentre outras (McGrotty, 2008).
A padronizacdo das lesGes renais levou a
Sociedade Internacional de Interesse Renal
(International Renal Interest Society - IRIS) a
propor um sistema de classificagdo composto por
quatro estagios, os quais sdo amplamente utilizados
pela comunidade médica veterinaria

(http://www.iris-kidney.com/education/staging-
system.shtml).

O estagio | da doenca renal crbnica é
definido como um estado ndo azotémico podendo
apresentar alteracbes como inabilidade renal de
concentracdo  urindria, proteindria renal e
alteracOes renais ao exame de imagem e bidpsia. O
estagio 1l caracteriza-se pela presenca de discreta
azotemia em avaliagdes seriadas (creatinina sérica
entre 1,4 - 2,0mg/dL para cées e de 1,6 - 2,8mg/dL
para gatos). Pacientes no estdgio Il podem
apresentar perda de peso e apetite seletivo;
contudo, na presenga de complicacdes da IRC, tais
como pielonefrite e nefrolitiase, as manifestacGes
clinicas podem se tornar mais evidentes. O estagio
Il é definido pela presenca de azotemia em grau
moderado (creatinina sérica entre 2,1 - 5,0mg/dL
para cdes e de 2,9 - 50mg/dL para gatos). O
paciente  podera  apresentar  manifestacdes
sistémicas da perda de funcédo renal. A progressao
da IRC nos pacientes nesse estagio geralmente esta
ligada aos mecanismos de progressdo espontanea
da doenca (autoperpetuacdo), mas pode também se
relacionar as causas desencadeantes. O estagio IV
caracteriza-se pela presenca de intensa azotemia
(creatinina sérica superior a 5,0mg/dL para cdes e
gatos). Nesse estagio, 0 paciente apresenta
importante perda da funcdo renal que pode estar
relacionada a faléncia renal e apresentar diversas
manifestacGes sistémicas da uremia como, por
exemplo, alteracGes gastrintestinais,
neuromusculares ou cardiovasculares.

As células progenitoras adultas
multipotentes (CPAMs), também conhecidas na
literatura como células-tronco mesenquimais,
encontram-se presentes em um estado de
guiescéncia em todos os tecidos que constituem o
organismo. Sendo caraterizadas com base no seu
potencial de autorenovacéo e diferenciacéo celular,
as CPAMs sdo responsaveis por assegurar a
homeostase do tecido durante o transcorrer da vida
dos animais. As CPAMs apresentam um grande
namero de moléculas bioativas, que atuam
modulando a resposta inflamatédria, angiogénese e
mitose das células envolvidas no processo de
reparagcdo tecidual. Quando introduzidas no
organismo, adquirem tanto a morfologia como a
funcionalidade de qualquer tipo celular que
constitui o tecido lesionado (Caplan et al., 2015a;
Caplan et al., 2015b).

Embora 0s mecanismos envolvidos na
diferenciacdo das CPAMs in vivo ainda ndo tenham
sido plenamente entendidos, sabe-se que estas
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atuam modificando o microambiente através da
secrecdo de fatores paréacrinos e/ou enddcrinos, que
potencializam a reparacéo tecidual, atribuindo-se o
potencial reparativo a sua capacidade proliferativa,
plasticidade, processos de sinalizacdo celular,
producdo de biomoléculas, fatores de crescimento
e moduladores da resposta imune (Murphy et al.,
2013).

Dados experimentais em ratos sugeriram que
a administracdo exdégena das CPAMSs durante as
lesGes renais cronica e aguda pode resultar em
melhora funcional e recuperacdo estrutural a nivel
tubular, glomerular e intersticial dos rins. Para tal,
as CPAMSs sdo expostas a diferentes mecanismos
de acdo os quais incluem: a) liberacdo de fatores
paracrinos e/ou endécrinos (Qin et al., 2012); b)
estimulacdo do reparo enddgeno pela atuagdo das
CPAMs residentes no local lesado, as quais sdo
estimuladas pela atividade paracrina das CPAMs
exdgenas (Dong e Caplan, 2012); c) fusdo
terapéutica, na qual as CPAMs se fusionam com
células adultas diferenciadas, resultando em uma
célula madura com o fenétipo desejado (Quijada et
al., 2015) e d) incorporacéo das CPAMs ao tecido
ou 6rgdo danificado e sua diferenciagdo de forma a
substituir as células lesionadas (Colletti et al.,
2009).

Embora os mecanismos que levem as
CPAMs a atuarem de forma protetora na lesdo
renal ainda ndo tenham sido esclarecidos, tem sido
demonstrado claramente que as CPAMs sdo
responsaveis pela mediagdo da angiogénese,
supressdo da inflamacdo e melhoria da fungéo renal
por meio da acdo paracrina e/ou enddcrina
(Bussolati et al., 2008). Desta forma, as pesquisas
envolvendo a utilizacdo das células-tronco em
doenca renal se apresentam extremamente
promissoras.

O objetivo deste estudo é descrever a
eficdcia do tratamento com CPAMs alogénicas
derivadas de tecido adiposo de canino (CPAMs-
TAC) e expostas ao processo de criopreservagao,
na insuficiéncia renal crdnica canina, estagio 2, e a
subsequente melhora na qualidade de vida dos
pacientes.

Material e Métodos
Selecdo de Animais Doadores de tecido adiposo
para o Tratamento Alogénico

Os 12 cées foram selecionados a partir de
populagdes de pacientes de clinicas veterinarias da
cidade de S&o Paulo mediante consentimento livre
e esclarecido por parte dos proprietarios. As

CPAMs utilizadas no presente estudo foram
obtidas a partir de cées jovens e saudaveis, com até
seis meses de vida.

Analise Molecular

Foi colhida uma amostra de sangue para a
andlise da presenca de herpes virus canino (CHV),
virus da cinomose (CDV), Haemobartonella canis
(HCA), Brucella sp. (BRU), Borrelia burgdorferi
(BBU) e micoplasma através da amplificacdo de
fragmentos dos respectivos genomas pelo método
da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em
materiais extraidos (RNA e DNA). Os RNAs foram
extraidos com Trizol (Invitrogen) e utilizados para
sintese de cDNA através de transcricdo reversa
com superscript 11 (Invitrogen). Os DNAs foram
extraidos utilizando-se o DNAzol (Invitrogen).
Reac0es positivas apresentam fragmentos de DNA
de 183 pb (CHV), 170 pb (CDV), 341 pb (HCA),
798 pb (BRU), 287 pb (BBU). Foram submetidas a
cada pesquisa duas amostras extraidas, controles
positivo e negativo.

Isolamento e caracterizacdo das CPAMs-TAC
O tecido adiposo obtido no momento da
castracdo dos caes foi lavado em 1x PBS de forma
a retirar sangue e debris. Ap6s a lavagem o tecido
foi mantido durante 30 minutos a 37°C/5% de CO-
em presenca de 0,075% de colagenase tipo 1V
(Sigma). Foram adicionados 5 mL de meio basal
sendo o sobrenadante retirado e centrifugado
durante 5 minutos a 200 xg. O precipitado foi
ressuspenso e transferido para uma garrafa de
cultivo de 25 cm?, a qual foi mantida a 37°C/5%
CO; durante 48 horas em presencga de meio basal
guando o mesmo foi trocado. Os repiques
subsequentes foram feitos por meio de acédo
enzimatica utilizando 0.025% de tripsina
(Invitrogen). As CPAMs-TAC foram divididas em
aliquotas de 2x10° células/mL, ressuspensas em
meio de congelamento (10% de DMSO, 70% de
soro fetal bovino e 20% de meio basal) e
armazenadas em nitrogénio liquido. As CPAMs-
TAC foram administradas com menos de 1 ano de
armazenamento. Para serem aplicadas nos
pacientes, as CPAMs-TAC foram descongeladas,
em banho maria a 37°C por 2 minutos sendo
adicionado 1x PBS na propor¢do de 1:1. O
concentrado celular foi homogeneizado e
centrifugado por 5 minutos a 200 xg. O
sobrenadante foi descartado sendo adicionado 1x
PBS ao precipitado o qual foi homogeneizado e
centrifugado por 5 minutos a 200 xg. O
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procedimento foi realizado mais duas vezes sendo
que ao final do ultimo o precipitado celular foi
ressuspenso em solucdo fisiolégica para posterior
infusdo nos pacientes.

Para a analise proliferativa foi isolada uma
colbnia 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
acdo enzimatica (tripsina 0.025%, Invitrogen) e
distribuidas em triplicatas sobre placas de 60 cm?
na concentragdo de 10° células/mL. Apds 48 horas,
as células foram removidas e replaqueadas. O
processo foi repetido até a 10% passagem. A
viabilidade celular foi determinada por meio da
analise por Trypan blue evidenciando uma taxa de
97% de células viaveis.

O potencial osteogénico das CPAMs-TAC,
na 5% passagem, foi demonstrado por meio da
coloracdo de Von Kossa, apés as células terem sido
mantidas em cultura durante 21 dias em presenca
do meio de diferenciacdo osteogénico composto
por Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Low
Glucose (DMEM-LG; Invitrogen), 1% de 10°M de
dexametasona (Sigma), 1% 5mM de A4cido
ascorbico (Sigma), 10% de soro fetal bovino (FBS;
HyClone, Logan, Utah) e 1%
Streptomicina/Penicilina (Penicilina g 10.00u/mL,
Streptomicina 10.000 mg/mL; Invitrogen). A troca
do meio foi feita a cada 3 ou 4 dias. No 10° dia, foi
adicionado 1% de 200mM de B-glicerolfosfato
(Sigma). Para a andlise do potencial de
diferenciacdo adipogénico, as CPAMs-TAC, na 5°
passagem, foram cultivadas em meio de
diferenciacdo  adipogénico  composto  por
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — HIGH
Glucose (DMEM-HG; Invitrogen), 10% de soro
fetal bovino (FBS; HyClone, Logan, Utah), 1mM
de dexametasona (Sigma), 100mM de
endomentacina (Sigma), 0,5M de
isobutilmetilxantina (Sigma), 10uM de insulina
(Sigma) e 1% de antibidtico (Penicilina ¢
10.00u/mL, Streptomicina  10.000 mg/mL;
Invitrogen), durante 21 dias e marcadas com OQil
Red O. O potencial de diferenciacdo condrogénico
das CPAMs-TAC, na 5° passagem, foi
demonstrado por meio da marcagdo por azul de
toluidina (Sigma), ap6s as CPAMs-TAC terem
sido cultivadas durante 21 dias em presenga do
meio de diferencia¢do condrogénico, composto por
meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —
HIGH Glucose (DMEM-HG; Invitrogen)
suplementado com 1% de soro fetal bovino (FBS;
HyClone, Logan, Utah), 6,25mM de insulina

(Sigma), 0,1mM de dexametasona (Sigma), ImM
de piruvato de sédio (Invitrogen), 10ng/mL TGF-
Bl (R&D System, LGC Biotechnology) e 1% de
antibidtico (Penicilina g 10.00u/mL, Streptomicina
10.000mg/mL; Invitrogen).

A anélise tumorgénica foi realizada em
camundongos nude. Foram utilizados trés animais,
mantidos em ambiente estéril durante o periodo de
90 dias, os quais receberam a infusdo de 2 x 10°
CPAMs-TAC, na 5% passagem, pela via
intraperitoneal.

Selegdo de Animais para o Estudo

Foram submetidos ao estudo piloto 12 cées
(dois Maltés, um Pug, trés sem racgas definidas -
SRDs, dois Shih-Tzu, um Pequinés, dois Lhasa-
Apso e um Chihuahua), sendo oito machos e quatro
fémeas, com idades entre trés anos e dois meses e
11 anos e cinco meses, pesando de 2 Kg a 10 Kg,
acometidos pela insuficiéncia renal cronica, estagio
2, segundo a IRIS (++)(Tabela 1).

Os pacientes para pré-tratamento foram
avaliados por meio do perfil hepatico (ALT e FA);
funcdo renal (ureia, creatinina, albumina, sédio,
potassio e calcio); hemograma; leucograma;
radiografia torécica e ultrassonografia abdominal.
Pacientes acometidos por neoplasmas,
ureterolitiases, pielonefrite ou outro quadro
infecioso, rim policistico ou outro tipo de possivel
massa tumoral, hipertensdo, hipotensdo ou com
ureia acima de 180 mg/dL foram excluidos do
estudo. Todos 0s pacientes apresentavam um
quadro clinico e laboratorial estavel ha pelo menos
duas semanas.

Aplicacdo das CPAMs-TAC e monitoramento

Os pacientes foram submetidos a trés
infusdes de CPAMSs-TAC alogénicas com intervalo
médio de 30 dias entre cada uma. As aplicacoes
foram realizadas pela via endovenosa, veia
cefalica, sem que tenham sido submetidos a
sedagdo. Foi utilizada a dose de 4 x 10° CPAMs-
TAC alogénicas. Os exames foram realizados
anteriormente a cada uma das trés aplicacGes e 180
dias ap6s a terceira aplicagdo. Durante todo o
processo a fluidoterapia foi mantida.

Andlise Estatistica

Os valores seriados tanto da creatinina como
ureia dos cdes submetidos as doses de CPAMs-
TAC, foram analisados estatisticamente por meio
da ANOVA. Para tal, foi utilizado o software
Prism5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
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Resultados e Discussao

A terapia celular com células-tronco vem
mostrando-se  extremamente  promissora  no
tratamento de diversas doencas. O tratamento visa,
por meio de seus mecanismos de acdo, curar e/ou
melhorar a qualidade de vida de pacientes
acometidos por diferentes doengas (Santos, 2017).

A IRC tem se mostrado a principal causa do
aumento tanto da morbidade como da mortalidade
em caninos, sendo o transplante renal, embora ndo
seja uma opcdo viadvel para a maioria dos cées
afetados, o Unico tratamento eficaz (Lim et al.,
2016). Estudos realizados em roedores vém
sugerindo serem as CPAMs uma nova opg¢éo
terapéutica para os caninos acometidos pela IRC
(Samedo et al., 2009; Caldas et al., 2015). Quando
administradas em roedores, as CPAMs tém
ocasionado uma melhora da fungdo renal,
principalmente devido a redugdo da inflamagédo
intra-renal e supressdo da fibrose por meio de seu
efeito paracrino (Samedo et al., 2009; Reinders et
al., 2014).

No presente estudo, as CPAMs isoladas a
partir do tecido adiposo de caninos jovens e
saudaveis, foram caracterizadas com base em sua
capacidade de adesdo ao plastico, morfologia
fibroblastoide (Figura 1), alto potencial de
proliferacdo celular (Figura 2) e capacidade de
diferenciacdo osteogénica  (Figura  3A),
adipogénica (Figura 3B) e condrogénica (Figura
3C). Quando injetadas em camundongos nude, as
CPAMs-TAC ndo foram capazes de induzir a
geracdo de teratocarcinomas. Tendo em vista se
tratar de um tratamento alogénico, 0s pacientes
doadores foram testados quanto a presenca de
CHV, CDV, HCA, BRU, BBU e micoplasma, ndo
tendo sido detectada a presenca dos respectivos
patégenos evitando-se, desta forma, a possivel
transmissdo aos animais receptores.

Os caninos submetidos a terapia com as
CPAMs-TAC foram classificados, segundo a IRIS,
como acometidos pelo estdgio 2 da IRC (++). A
analise bioguimica anterior ao inicio do tratamento
revelou que os pacientes apresentavam valores de
ureia entre 95 mg/dL e 174 mg/dL sendo os valores
referéncia de 21 mg/dL a 60 mg/dL e creatinina de
1,53 mg/dL a 2,0 mg/dL com valores de referéncia
de 0,5 mg/dL a 1,4 mg/dL (Kaneko et al., 1997)
(Tabela 1). Todos o0s pacientes apresentavam
guadro clinico e laboratorial estavel ha pelo menos
duas semanas, sendo submetidos a infusdo diaria de
200 mL de ringer com lactato de sodio. Por se tratar

de um estudo piloto com animais de proprietarios,
um grupo controle ndo foi incluido.

A via endovenosa se caracteriza por ser de
facil execucéo, pouco invasiva e menos traumatica,
permitindo repetidas aplicagbes com minimos
efeitos colaterais (Quimby et al., 2013). Além
disso, estudos demonstram que a adminsitragdo das
CPAMs pela via endovenosa tende a reduzir, por
meio de seu efeito paracrino, a probabilidade da
ocorréncia de insuficiéncia renal aguda isquémica
(Zhang et al., 2016). Entretanto, quando
administradas em altas concentrages, estudos
sugerem a possivel formacdo de tromboembolismo
pulmonar (Moll et al., 2012).

= il ; I

Figura 1. Aspecto morfoldgico fibroblastoide das células
progenitoras adultas multipotentes isoladas a
partir do tecido adiposo de cdes (CPAMs-TAC).
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Figura 2. Gréfico representativo da analise proliferativa das
CPAMs-TAC. O crescimento das células foi
analisado em um intervalo de 48 horas entre os
repiques realizados por meio de agdo enzimatica.
Foi observado um crescimento exponencial até a 92
passagem, ap6s a qual se identificou uma
manutencao na curva de crescimento.

Imagens representativas das diferenciacfes
osteogénicia  (A), condrogénica (B) e
adipogénicia (C) das CPAMs-TAC. Objetivas
20x (A,B) e 4x (C).

Figura 3.

Medicina Veterindria (UFRPE), Recife, v.13, n.4 (out-dez), p.534-543, 2019



Santos et al. (2019) Utilizagcdo terapéutica das células progenitoras adultas multipotentes aloqénicas...m

Tabela 1. Dados representativos da variacao de idade, raca, peso, indices séricos e ureia antes da primeira infusdo das
CPAMSs-TAC, 4 x 10°, pela via endovenosa. Todos os cédes envolvidos no estudo foram classificados como
IRIS 2. Inicialmente os animais apresentavam preso variando entre 2 kg e 10 kg, idade entre 3 anos e 2 meses
a 11 anos e 5 meses, valores séricos de creatinina entre 1,53 mg/dL e 2 mg/dL e ureia entre 95 mg/dL a 174

mg/dL.
Cées IRIS Idade Raca Peso Creatinina Ureia Via
Céo1l 2 3 anos Maltés 3Kg 2,0 mg/dL 172mg/dL Endovenosa
Céo 2 2 5 anos Shih-Tzu 6 Kg 2,0 mg/dL 174mg/dL Endovenosa
Céo 3 2 3 anos Maltes 2 kg 1,72 mg/dL 105 mg/dL Endovenosa
Céo4 2 4 anos SRD 9 kg 1,53 mg/dL 97,75 mg/dL Endovenosa
Céo5 2 1lanos Lhasa Apso 5.5kg 1,81 mg/dL 136,1 mg/dL Endovenosa
Céo 6 2 8anos Lhasa Apso 5kg 1,93 mg/dL 163.48 mg/dL Endovenosa
Céo7 2 4 anos Shih-Tzu 6 Kg 2,0 mg/dL 122 mg/dL Endovenosa
Céo 8 2 7 anos SRD 10 Kg 1,91 mg/dL 167,2 mg/dL Endovenosa
Céo 9 2 9 anos SRD 9.5 Kg 1,70 mg/dL 145 mg/dL Endovenosa
Céo 10 2 6 anos Pequinés 4 Kg 1,97 mg/dL 169 mg/dL Endovenosa
Céo 11 2 5 anos Pug 7Kg 1,83 mg/dL 163 mg/dL Endovenosa
Céo 12 2 3anos  Chihuahua 9Kg 1,99 mg/dL 172 mg/dL Endovenosa

SRD: Sem ragca definida.

Os doze caninos foram submetidos a trés
infusdes com doses de 4 x 10° de CPAMs-TAC
alogénicas por meio da via endovenosa com
intervalos de 30 dias. Estudos realizados em
roedores evidenciaram a eficicia de multiplas
aplicacbes de CPAMSs, visando tanto a supressao da
fibrose como a inflamacdo intra-renal além de uma
reparacdo tecidual mais efetiva (Samedo et al.,
2009; Alexandre et al., 2009). Estes dados
demonstram que repetidas infusbes de CPAMs-
TAC alogénicas em baixas doses se apresentaram
de forma simples, eficazes e seguras, uma vez que
foram bem toleradas pelos animais.

Os resultados obtidos, por meio da
adaptacdo do protocolo de roedores para caninos,
sugerem que resultados similares poderdo ser
alcancados, embora algumas diferencas devam ser
consideradas (Hensley et al., 2015). 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 dos cdes, 0s gquais possuem um periodo de
vida mais extenso, podendo levar meses ou mesmo
anos para que a DR possa ser diagnosticada
(Samedo et al., 2009). Segundo, os resultados em
roedores foram obtidos por meio da utilizagdo das
CPAMs aut6logas, em detrimento as alogénicas
aplicadas neste estudo. Estudos tém relatado dados
controversos quanto a eficacia da terapia al6génica
guando comparada a autéloga. Em ratos
acometidos por falha renal aguda, os resultados
obtidos utilizando as CPAMs aut6logas foram mais
efetivos, uma vez que os dados sugerem que as
autélogas sobrevivem mais tempo no organismo
quando comparada as alogénicas, resultando em

uma menor efetividade destas (T6gel et al., 2009).
Porém, em humanos, os estudos clinicos vém
utilizando frequentemente as CPAMs alogénicas
(Tompkinsetal., 2017; Hare et al., 2017). Terceiro,
em nosso estudo, diferentemente dos estudos em
roedores, foram utilizadas CPAMSs alogénicas
criopreservadas, dada a manutencdo da
funcionalidade e imunogenicidade das mesmas
ap0s serem expostas ao  processo  de
criopreservacgdo (Quimby et al., 2013).

Né&o foram identificados efeitos adversos nas
infusbes das CPAMs-TAC alogénicas como
vomito, nausea, alteracdo da pressdo arterial e/ou
variacdo na frequéncia respiratéria, demonstrando
gue o transplante € bem tolerado pelos cées. O
acompanhamento dos pacientes nao revelou a
ocorréncia de qualquer tipo de patologia associada
a formacdo de tecido anormal. Estudos anteriores
comprovaram gue os tranplantes das CPAMs-TAC
alogénicas tém se mostrado seguros com relacdo a
rejeicbes, ndo requerendo a utilizacdo de drogas
imunosupressoras (Togel et al., 2009; Reinders et
al., 2015).

As CPAMs-TAC alogénicas  foram
administradas em baixas concentragbes e
lentamente, uma vez que estudos em ratos
demonstram o risco de trombose pulmonar ou
infartos quando uma elevada concentragdo celular
¢ administrada rapidamente pela via endovenosa
(Grigg et al., 1996; Prockop et al., 2007). Os dados
referentes as andlises laboratdriais dos pacientes
ndo demonstraram variagfes estatisticamente
relevantes nos volores de fésforo, albumina, sodio,
potassio, calcio assim como nos indices referentes
ao hemograma.
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Durante o estudo foi observada uma reducéo
nos valores séricos da creatinia até trinta dias apos
a terceira infusdo das CPAMs-TAC tendo sido
detectada uma leve elevacdo no valor nos indices
do cdo 5 (Figura 4). Nos noventa dias subsequentes
observou-se uma estabilidade nos indices séricos
da creatinina dos pacientes, embora os cdes 2, 5, 9
e 10 tenham apresentado retornos ao valores
proximos aos detectados no inicio do tratamento
(Tabela 2). A analise dos valores séricos da ureia
demonstrou uma redugdo em todos 0s animais até
trinta dias apos a terceira infusdo das CPAMs-TAC
(Figura 5). Nos noventa dias subsequentes foi
observada uma estabilidade nos valores séricos da
ureia dos animais embora os cées 1 e 10 tenham
apresentado reducdes consideraveis nos indices e o
cdo 2 tenha retornado ao valor préximo ao
detectado no inicio do estudo (Tabela 3). Embora
todos os pacientes tenham apresentado melhora
logo apds a primeira infusdo de CPAMs-TAC, a
qual permaneceu durante todo o estudo, apenas o
cdo 4 atingiu os valores séricos de creatinina, 1,37
mg/dL e ureia 50,0 mg/dL, que se situam dentro
dos indices de normalidade. Ao término do estudo,
todos 0s pacientes demonstravam um quadro de
melhora na disposicdo fisica e alimentar,
apresentando um comportamento clinico de
animais saudaveis.

A anélise estatistica da ANOVA determinou
uma reducdo estatisticamente significativa nos
dados analisados referentes as taxas de creatinina
(P=0,00000000000000001) e ureia
(P=0,000000000000000002) demonstrando uma
gueda relevante nos valores. Todos 0s pacientes
demonstraram uma significativa melhora da funcéo
renal apds as infusbes das CPAMs-TAC alogénicas
sem aparentes efeitos adversos. Foi observada uma
melhora clinica, aumento de apetite, ganho de peso
e maior disposicdo em todos 0s pacientes ja apos a
primeira aplicacdo. Ao término do estudo, 0s

pacientes 1, 3, 4 e 12 estavam sendo submetidos a
uma aplicacéo de fluidoterapia por semana, 0s cées
6, 7, 8 e 11 estavam sendo submetidos a
fluidoterapia duas vezes por semana e 0s cées 2, 5,
9 e 10 a cada dois dias.

1 q tinia até trinta dias apés ira infusdo das CPAMSs-TAC
4
2
0

CGol o2 o3 (o4 (o5 o6 Co7 o8 o9 Clo10 Cloll Cloi2

8 Primaia efusdo
wSegunda fuslo
Tercera nfsdo

£ a5 A SRR

30Das Apds 3 Tercera Infusto

Valéres Séricos da Creatinina mg/dL
e

g 2

Figura 4. Anlise dos valores séricos da creatinina dos caninos
durante o transcorrer da aplicacdo das doses de
CPAMSs-TAC.

Valores séricos da ureia até trinta dias ap6s a terceira infusdo das CPAMs-TAC

 rimeicalnfuso
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Figura 5. Analise dos valores séricos da ureia dos caninos
durante o transcorrer da aplicagdo das doses de
CPAMs-TAC.

Embora os resultados obtidos sejam de
grande relevancia, quanto a melhora clinica dos
pacientes, os dados laboratoriais ainda carecem de
melhoria. O fato dos estudos terem demonstrado
resultados efetivos em ratos, quanto a utilizacdo
das CPAMs autdlogas, uma vez que estas
sobrevivem por mais tempo no organismo, sugere
uma possivel melhora nos indices laboratoriais
quanto a utilizacdo das CPAMs autdlogas, em
detrimento das alogénicas (Togel et al., 2009).

Tabela 2. Dados representativos das variacfes dos indices séricos de creatinina dos pacientes durante o periodo
de 180 dias. Os pacientes receberam trés doses de 4 x 10° de CPAMs-TAC alogénicas por meio da via
endovenosa. Durante o periodo de analise os indices séricos de creatinina variaram entre 1,53 mg/dL e

2 mg/dL.
Dias Cédol Céao2 Cao3 Céao4 Caos Caob Cao7 Cao8 Cao9 Caol0 Caoll Caol2
1 2,0 20 172 153 181 193 20 191 1,70 1,97 1,83 1,99
30 193 19 169 149 175 187 193 187 1,73 1,95 1,81 1,87
60 1,87 197 163 141 1,71 1,83 187 186 169 1093 1,79 1,67
90 163 187 158 137 173 1,73 183 181 163 1,87 1,75 1,58
120 165 193 153 139 176 1,71 184 183 165 1,91 1,76 1,47
150 162 195 157 138 1,77 1,72 183 182 168 1,95 1,75 1,53
180 161 197 161 137 179 170 186 185 169 1,96 1,77 1,54
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Tabela 3. Dados representativos das variacdes dos indices séricos de ureia dos pacientes durante o periodo de 180 dias.
Os pacientes receberam trés doses de 4 x 10° de CPAMSs-TAC alogénicas por meio da via endovenosa.
Durante o periodo de andlise os indices séricos de ureia variaram entre 50 mg/dL e 174 mg/dL.

Dias C&ol Cé&o2 Cé&o3 Céo4 Céo5 Céo6 Céo7 Cdo8 C&do9 Cé&ol0 Céoll Cdol2
1 174 172 105 95 117 164 169 165 147 156 154 171
30 166 169 98 78 107 153 153 157 143 143 147 152
60 157 167 87 67 99 127 147 152 136 137 143 121
90 135 164 67 56 97 113 127 151 132 132 135 97
120 132 168 68 53 109 98 129 154 136 136 132 89
150 129 169 70 52 110 100 127 153 134 136 131 79
180 117 170 69 50 113 101 132 156 133 138 129 74
Concluséo Caplan, A.l; Hariri, R. Body Management:

Os resultados do presente estudo séo
pioneiros ao demonstrar que a aplicacdo
subsequente pela via endovenosa das células
progenitoras adultas multipotentes alogénicas
previamente criopreservadas, isoladas a partir do
tecido adiposo de caninos jovens e clinicamente
saudaveis, resulta em uma significativa melhora na
qualidade de vida dos pacientes acometidos pela
insuficiencia renal cronica, estagio 2.
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