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RESUMO

A doenca renal crénica (DRC) € uma enfermidade que ocorre com bastante frequéncia na
clinica de pequenos animais e possui uma prevaléncia maior em gatos. Além disso ela é
caracterizada por ser uma lesdo progressiva das unidades funcionais dos rins. Esse
trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia da terapia com células-tronco mesenquimais
halégenas derivadas do tecido adiposo em pacientes que sdo acometidos por esse
distdrbio. Dois felinos domésticos diagnosticados com a DRC, apresentando sintomas
como a perda de peso, vomito e diminuicdo do apetite foram encaminhados para
realizarem o tratamento com células tronco mesenquimais (CTMs). Os animais
realizaram os exames de ultrassom e o bioguimico sérico, 0s quais confirmaram a
presenca dessa enfermidade por meio da analise de alteragdes presentes na morfologia
dos rins e pelo aumento nos parametros de concentragdo serica da creatinina. As CTMs
foram descongeladas e preparadas no laboratorio Biocell e foram realizadas trés
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aplicacdes de CTMs nesses pacientes, com o intervalo de vinte e um dias entre cada uma
delas. Os procedimentos, foram realizados através da soroterapia por meio da via
intravenosa. Durante esse estudo clinico, ndo foi observada a presenca de nenhum efeito
adverso e colateral devido a essa administragdo de CTMs. As células tronco
mesenguimais halégenas derivadas do tecido adiposo promoveram uma diminui¢do na
concentracdo de creatinina sérica desses pacientes, 0s quais voltaram a se alimentar
bem e passaram a ter uma melhor qualidade de vida. Com isso, essa terapia demonstra-
se muito promissora e pode se tornar uma boa opcao terapéutica para o tratamento dessa
enfermidade.

Palavras-chave: Saude integrativa, terapia celular e felinos.

ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a disease that occurs quite frequently in small animal
clinics and has a higher prevalence in cats. Furthermore, it is characterized by being a
progressive damage to the functional units of the kidneys. This study aims to evaluate the
effectiveness of therapy with halogen mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue in patients who are affected by this disorder. Two domestic cats diagnosed with
CKD, presenting symptoms such as weight loss, vomiting and decreased appetite were
referred for treatment with mesenchymal stem cells (MSCs). The animals underwent
ultrasound and serum biochemical tests, which confirmed the presence of this disease
through the analysis of alterations present in the morphology of the kidneys and by the
increase in the parameters of serum creatinine concentration. The MSCs were thawed and
prepared in the Biocell laboratory and three MSC applications were performed in these
patients, with an interval of twenty-one days between each one. The procedures were
performed through serum therapy through the intravenous route. During this clinical
study, the presence of any adverse and side effects due to this MSC administration was
not observed. The adipose tissue-derived halogen mesenchymal stem cells promoted a
decrease in the serum creatinine concentration of these patients, who returned to eating
well and started to have a better quality of life. Thus, this therapy is very promising and
can become a good therapeutic option for the treatment of this disease.

Keywords: Integrative health, cell therapy and felines.

1 INTRODUCAO

Em meio ao cenario atual, é possivel observar que os animais domésticos estdo
vivendo cada vez mais. Tal fator traz consequéncias a esses pacientes veterinarios, os
quais estdo se tornando muito mais susceptiveis a variados tipos de doencas cronicas
degenerativas, entre elas a DRC (LARSEN & FARCAS, 2014).

Esse enfermidade ocorre com bastante frequéncia em animais domésticos
(QUEIROZ & FIORAVANTI, 2014; RELFORD et al., 2016) e é caracterizada por uma
lesdo sustentada por pelo menos 3 meses (SPARKES et al., 2016). A partir disso, sabe-
se que a incidéncia em felinos é maior do que caninos domesticos (BROWN et al., 2016;
GRAUER, 2015; MCGROTTY, 2008). Apesar de se manifestar em pacientes de

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70743

diferentes idades, possui uma maior ocorréncia em animais geriatricos (GRAUER, 2016;
REYNOLDS & LEFEBVRE, 2013).

Ainda ndo ha nenhum tratamento que possa retardar significativamente a
progresséo dessas lesdes renais (ANJOS, 2018). Os constantes avancos tecnologicos e a
necessidade em estabelecer novas medidas terapéuticas as quais possam auxiliar as
convencionais que, muitas vezes sdo insuficientes ou ineficazes (SANTOS, 2018b),
trazem a terapia com células tronco mesenquimais. Essas células derivadas do tecido
adiposo de felinos (CTMs), tém-se demonstrado uma importante opcao terapéutica a
diversas doencas, incluindo a DRC. (SANTQOS, 2018a).

Esse presente projeto de pesquisa tem como objetivo analisar a eficacia das
células-tronco mesenquimais halégenas como uma possivel terapia alternativa para gatos

domeésticos aos quais sejam diagnosticados com doenca renal crénica.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 FISIOLOGIA RENAL

Os rins sdo responsaveis por funcdes que visam garantir a homeostase. Esses
orgaos sdo formados por varias unidades funcionais, mais conhecidas como néfrons que,
por sua vez, sdo divididas em glomérulos, tubulos contorcidos proximais e distais, alca
de Henle e ducto coletor. Essas estruturas sdo responsaveis pela formacéao da urina atraves
de processos conhecidos como filtracdo glomerular, reabsorcéo tubular e secrecdo tubular
(REECE et al., 2017).

Portanto, entre os varios papeis importantes exercidos por esses 6rgaos observa-se
a manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico através da excre¢do ou absorcdo de
substancias quimicas como sddio, potassio e fosforo. Além disso, 0s rins possuem funcgédo
de excretar compostos nitrogenados nao proteicos como a creatinina e ureia e atuam na
regulagdo e produgdo de hormdnios como a eritropoetina e aldosterona e elementos
essenciais como a vitamina D (REECE et al., 2017).

2.2 DOENCA RENAL CRONICA

Essa doenca é considerada a desordem metabolica mais comum de felinos
domésticos (BROWN et al., 2016) e uma das principais causas de morbidade e
mortalidade nessa espécie (O’NEILL et al., 2015). Ademais, observa que a DRC ¢é mais
comum em gatos mais velhos e pode afetar cerca de 30 - 40% desses animais com mais
de 10 anos de idade (SPARKES et al., 2016). Esse disturbio também €é a causa mais
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comum de mortalidade em gatos com 5 anos de idade ou mais, levando cerca de 13% dos
animais a morte (O’NEILL et al., 2015).

Dessa forma, torna-se muito importante identificar possiveis fatores de risco que
possam contribuir para o desenvolvimento dessa injuria renal, com o objetivo de constatar
esta lesdo precocemente e estabelecer alvos potenciais para o tratamento (FINCH et al.,
2016).

2.2.1 Etiologia e Fisiopatogenia

A etiologia de DRC é multifatorial, ou seja, esse disturbio pode ser desencadeado
por diversos fatores com origens diferentes (FINCH et al., 2016). Ademais, essa injlria
pode ter origem congénita, familiar ou adquirida (DUHART, 2017). Quando congénita
ou familiar, a base de suspeita vai ser a raca, o histérico familiar e a idade em que o animal
comecou a apresentar os primeiros sintomas. Por outro lado, a forma adquirida pode
originar de multiplos processos que lesionem as estruturas que compdem o0s néfrons
(SCARDOELL, 2017).

Dentre os varios fatores de risco associados a essa enfermidade, podemos observar
que os gatos da raca siamés, maine coon, russian blue e o burmés possuem um maior risco
de adquirir a DRC. Por outro lado, varias causas podem originar as lesfes que levam a
um distdrbio renal, como as infec¢des por virus da imunodeficiéncia felina, a presenca
de uma alimentacdo ndo controlada (FINCH et al., 2016), alta ingestdo de fosforo,
quadros isquémicos, uma exposicdo a quadros de hipoxia episodicamente, o
envelhecimento e as vacinagdes de rotina tem sido associados ao desenvolvimento de
DRC. Sob essa mesma perspectiva, a persisténcia de uma doenca renal aguda (BROWN
et al., 2016), um quadro de amiloidose e a presenca de uma doenca renal policistica que
também pode levar ao desenvolvimento dessa enfermidade (LYONS et al., 2004;
STRUCK et al., 2020).

A DRC ¢ caracterizada por uma lesdo irreversivel e progressiva no rins dos
animais, a qual resulta em uma reducdo dos néfrons com uma consequente falha da funcéo
renal (GRAUER, 2015). Essa desordem ocorre devido a existéncia de anomalias
estruturais e funcionais presentes em um ou ambos os rins (BARTGES, 2012).

A queda da funcéo renal faz com que os processos exercidos por esse 6rgdo parem
de funcionar e como consequéncia é possivel observar o acumulo de compostos
nitrogenados como o fésforo, a perda de agua e proteina (BARTGES, 2012). Observa-

se também uma diminuicdo na taxa filtracdo glomerular (TFG), a qual leva ao acumulo
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de substancias nitrogenadas nao proteicas, como a creatinina e a ureia, causando azotemia
(LIMA & MARTINS, 2016). Essa decadéncia decorre de uma troca de um tecido
funcional por um tecido fibroso, ou seja, néo funcional (NOGUEIRA et al., 2017).

Além disso, a DRC pode originar complicacdes em outros 6rgaos e sistemas como
o digestorio, imunoldgico, 6sseo, muscular, cardiovascular e nervoso caracterizando uma
sindrome urémica (VIDANE, 2015). Em felinos domésticos esse distirbio se torna
peceptivel na maioria das vezes, quando j& houve perda de cerca de 60 a 75% das suas
unidades funcionais. Portanto, a realizacdo de exames semestrais é muito importante para
esses animais (JEPSON et al., 2009; PRESSLER, 2015).

2.2.2 Sinais clinicos

As manifestacdes clinicas dessa disfuncdo podem aparecer de diversas formas, o
que torna cada vez mais importante a realizacdo de uma abordagem clinica, laboratorial
e terapéutica de acordo com as necessidades individuais de cada paciente (SPARKES et
al., 2016). Dentre os principais sintomas observados em felinos domésticos estdo a
polidria, a polidipsia, a perda de peso, o apetite diminuido, letargia, vomito e mal halito
(RELFORD et al., 2016). Alem de poder apresentar hiperparatireoidismo, anemia,
hipocalcemia, proteinUria e hipertensdo sistémica devido a esse disturbio (REYNOLDS
& LEFEBVRE, 2013). A gravidade desses sintomas clinicos esta diretamente ligada ao
nivel de dano sofrido pelo rim e do acompanhamento do médico veterinario (LIMA &
MARTINS, 2016).

2.2.3 Diagnostico e Estadiamento

A realizacdo do diagndstico pode ser feita através de etapas. Em primeiro plano,
realiza-se uma anamnese e em seguida realiza-se a avaliacao fisica do animal. Ap0s isso,
sdo realizados os exames de rotina necessarios (SPARKES et al., 2016).

Dentre esses exames, a urinalise, a relacdo de proteina creatinina urinaria (RPCU),
exames bioquimicos séricos para detectar substancias como a ureia, creatinina, potassio
e fosforo, a afericdo da pressdo arterial e exames de imagem s&o utilizados na rotina
clinica (SPARKES et al., 2016)

O biomarcador mais utilizado para diagnosticar a DRC nas clinicas veterinarias €
0 que traz os valores das concentracdes séricas de creatinina e ureia (BARAL et al., 2015;
FINCH, 2014). A mensuracgdo de creatinina é imprecisa pois pode ser afetada pelos niveis

de hidratagéo e pelo percentual de massa magra do animal (SPARKES et al., 2016).
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A identificacdo de doencas, como hipertireoidismo devido ao acimulo de fosforo,
que podem surgir secundariamente a DRC, faz parte desse processo (SPARKES et al.,
2016). Por outro lado, a realizacdo do hemograma e também se torna necessario devido
a possibilidade do desenvolvimento de anemias devido a decadéncia de producdo da
eritropoietina (MCGROTTY, 2008).

Além disso, 0 ultrassom também pode ser utilizado, pois através desse
equipamento podem ser observadas alteragcOes estruturais no rim precocemente,
proporcionando uma abordagem clinica nos estadios iniciais da doenca (PINTO &
COSTA, 2018). Outros métodos de diagnostico podem ser utilizados dentro da medicina
veterinaria, um deles mede a TFG por meio da depuracdo de substancias como a
creatinina exdgena e inulina. Também é possivel utilizar o marcador simétrico de
dimetilarginina (SDMA), um marcador precoce da DRC (SPARKES et al., 2016).

As estratégias ideais para 0 monitoramento de gatos com DRC ndo foram
avaliadas e véo depender do proprietario, do paciente, da estabilidade da doenca, do
nimero e da gravidade das complicacBes secundarias e da presenca de doengas
concomitante (SPARKES et al., 2016). A identificacdo precoce dessa doenga permite a
realizacdo de tratamentos renoprotetores que retardam a progressdo da enfermidade e
aumentam o tempo de sobrevida dos felinos (SPARKES et al., 2016).

O estadiamento da DRC ¢ realizado ap6s o diagnéstico e possui a finalidade de
facilitar o tratamento e o monitoramento do paciente. A partir disso, 0s animais seréo
classificados em quatro estadios diferentes de acordo com sua concentracdo sérica de

creatinina, como demonstrado na tabela 1 (IRIS, 2019).

Tabela 1: Estadiamento baseado na concentracéo sérica de creatinina em mg/dl.

Felinos

Estadio Creatinina (sangue) MG/DL Comentarios
Sem azotemia, normalmente ndo apresenta
sintomas, mas pode haver perda da
1 <16 concentragédo urinaria, proteindria
persistente e alteracGes em exames de
imagem.
Azotemia leve, pode apresentar ou nao os
2 16-28 sinais clinicos. Pode apresentar proteindria
e/ou hipertensdo arterial sistémica.
Azotemia moderada, pode manifestar um
3 2,9-5,0 declinio da taxa de filtracdo glomerular e
sinais de uremia
Azotemia grave, pode ser observado um
quadro de uremia que causa alteragdes em
4 >5,0 diversos sistemas e 6rgaos.

Fonte: IRIS, 2019
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2.3 TERAPIA CELULAR

A terapia com celulas tronco € um campo altamente inovador de investigacdo
cientifica, uma vez que essas possuem uma aplicacdo clinica muito promissora e podem
ser utilizadas como um método de tratamento a uma variedade de doencas dentro da
medicina veterinaria (QUIMBY, 2018).

Primeiramente, o termo células-troncos se refere a qualquer célula nédo
especializada que possui capacidade de autorrenovacdo a longo prazo por meio do
processo de mitose, mas que pode ser induzida a se diferenciar em uma célula funcional
especializada. Observa-se que essas células geralmente sdo divididas em dois grupos, o
primeiro é composto pelas células-tronco embrionérias, as quais ndo séo utilizadas devido
a questdes éticas. O segundo € constituido pelas célula-tronco adultas multipotentes, mais
conhecidas como ceélulas-tronco mesenquimais (CTMs), as quais podem ser obtidas
através de varios tecidos (QUIMBY, 2018), como exemplo o tecido adiposo (FATHI &
FARAHZADI, 2016), medula 6ssea (LI et al., 2016), a polpa dentaria (LA NOCE et al.,
2014). O tecido adiposo destaca-se na medicina veterindria por ter uma quantidade
abundante de células e pela sua facilidade de obtencdo, que gera 0 minimo de desconforto
ao animal na sua retirada (SANTOS, 2018b).

As CTMs possuem a funcao de promover a homeostase e reparo tecidual durante
a vida do animal (KFOURY & SCADDEN, 2015; TSIMBOURI, 2015). Essas células
sdo encontradas em nichos celulares quiescentes, os quais serdo ativados em momentos
de lesdo, injurias ou para reposicdo células perdidas por meio de processos apoptoticos
(SANTOS, 2018a).

Ademais, essa capacidade vai estar relacionada a trés fatores especificos. No
primeiro, essas células possuem a capacidade de migrar para os focos dos processos
inflamatdrios por meio da quimiotaxia. No segundo, dependendo do tecido danificado, as
CTMs podem induzir o seu reparo por meio de mecanismos especificos. Por fim, as
CTMs por meio de moléculas bioativas podem potencializar tanto localmente como
sistematicamente, processos fisiolégicos como a angiogénese, imunomodulacdo e
atividades anti-inflamatdrias, anti-apoptéticas e anti-fibréticas (KASSEM et al., 2004;
MATTHAY, 2017).

O potencial terapéutico das CTMs estd diretamente ligado a esses fatores que
influenciam as ages fisiologicas. No sistema imune as CTMs reduzem o estimulo que
leva a proliferacdo dos linfocitos T, alterando o perfil celular das citocinas inflamatérias,

diminuindo a diferenciacdo das celulas dendriticas e inibindo a proliferagdo dos
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Linfocitos. Por outro lado, em seu efeito paracrino, as CTMs vdo modular o
microambiente inflamatério por meio da alteragcdo na concentragdo de citocinas pro-
inflamatoria e anti-inflamatorias (REINDERS et al., 2010; WANG et al., 2014). Tal fator
acarreta em uma diminuicdo de processos apoptoticos e inflamatérios, o que inibe os
processos fibroticos e consequentemente estimula acdes fisioldgicas como a angiogénese,
mitose e diferenciagdo celular (MAZHARI & HARE, 2007; PEIRED et al., 2016;
REINDERS et al., 2010; SEMEDO et al., 2009).

Além disso, para que a obtencdo de resultados terapéutico seja satisfatoria, a
escolha da via de administracdo tem-se demonstrado como um fator extremamente
importante, pela razdo de influenciar no processo migratério e destino das células
transplantadas. Dentre as diversas opcOes de vias, a endovenosa é a mais utilizada devido
a suas caracteristicas de posicionamento anatbmico, rapido acesso, pouco invasiva e de
facil difusdo pelo organismo, proporcionando a realizacdo de diversas aplicacbes com
baixos efeitos colaterais (SANTOS, 2017, 2018b).

Salienta-se que existem dois tipos de transplantes que podem ser utilizados de
forma terapéutica, o autélogo onde as células sdo obtidas a partir de uma fonte tecidual
do mesmo animal que irad sofrer o procedimento terapéutico. O outro é o halégeno, no
qual essas células serdo extraidas a partir de uma fonte tecidual de outro animal da mesma
espécie (SANTOS, 2018b).

Portanto, observa-se que nos ultimos anos houve um aumento crescente de
interesse sobre o potencial terapéutico das células-tronco mesenquimais devido a suas
caracteristicas regenerativas, o potencial de auto renovacdo e a habilidade de se
diferenciar em mudltiplas linhagens celulares em resposta a determinados estimulos
especificos (VIDANE, 2015). Além disso, as CTMs sdo capazes de se diferenciar em
adipdcitos, condrocitos e os osteoblastos (FALCAO et al., 2019; MURPHY et al., 2013).

Diversos estudos em diferentes enfermidades foram realizados e os resultados
obtidos através dessas pesquisas tém-se demonstrado bastante promissores. Tais fatores
comprovam a eficacia das CTMs em animais acometidos por disturbios do sistema
nervoso (MONTEIRO, 2017), Glceras de cornea (FALCAO et al., 2019), aplasia medular
(GATTl etal., 2014; GONZAGA, 2017), lesdo medular (KIM et al., 2015, 2016; PENHA
et al., 2014) lesdes tendineas (GEBUREK et al., 2017; LEE et al., 2015), asma (TRZIL
et al., 2016), lesbes cutaneas (BEHEREGARAY et al., 2017), osteoartroses (CUERVO
et al., 2014; HARMAN et al., 2016; KRISTON-PAL et al., 2017) e complexo gengivite
estomatite felina (ARZI et al., 2016, 2017).
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Nessa mesma perspectiva, observa-se 0 desenvolvimento de pesquisas que
buscaram o tratamento para injurias renais com CTMs, 0s quais demonstraram que essas
células exercem um efeito pardcrino, como demonstrado na figura 1. Tal fator
proporciona uma renoprotecao através da secrecdo de citocinas e fatores de crescimento
que sdo capazes de diminuir o processo inflamatorio e propiciar uma regeneragdo
vascular. Esse mecanismo de sinalizacdo também possibilita a agdo de mecanismos anti-
apoptdéticos, os quais reduzem a perda celular e a fibrose, estabilizando o quadro de
funcdo renal (CAPCHA, 2015; CAVAGLIERI et al., 209; CONDOR et al., 2016; LEE
etal., 2017; QUIMBY, 2018; RODRIGUES et al., 2017).

Figura 1: Mecanismo de agdo paracrina das células tronco mesenquimais.

'1\ ,ﬁ,a

3 METODOLOGIA
3.1 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS DA PESQUISA

A realizacdo desse trabalho foi aprovada pela comisséo de ética no uso de animais
do UniCEUB (CEUA/UniCEUB), sob o protocolo N°. 023/2018.

3.2 ISOLAMENTO, CULTURA E CONGELAMENTO DE CTMS

As CTMs foram isoladas e cultivadas a partir de tecido adiposo de um gato
saudavel. Para a coleta desse tecido, o doador foi anestesiado para realizagdo de uma
incisdo na regido lombar para que seja feita a coleta de aproximadamente 20 g de tecido

adiposo na base da cauda. Esse tecido foi lavado em uma solucdo salina de fosfato, a qual

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70750

retira os residuos celulares e sanguineos. Em seguida, ele é cortado em pequenos pedacos
e exposto a hialuronidase que realiza digestdo enzimética.

Posteriormente, as CTMs passaram por um processo de filtracdo, o qual iniciou a
selecdo das CTMs. Apds isso, as células foram colocadas em frascos de cultura com meio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e sdo incubadas a 37,5° C e 5% de didxido
de carbono (COz). Vinte e quatro horas depois, o0 meio foi descartado, junto com as células
ndo aderentes e um meio de cultura fresco sera adicionado aos frascos. Dai em diante, 0
meio é trocado uma vez a cada 3 dias, até que as células atinjam 80% de confluéncia.

Apos as CTMs atingirem essa taxa, foi realizado um processo conhecido como
tripsinizacdo para que essas células sejam retiradas dos frascos. Logo apds, uma contagem
na camara de Neubauer e em seguida as CTMs foram acondicionadas em uma palheta em
conjunto (1 milhdo de células/palheta) com dimetilsulfoxido (DMSO) e soro fetal bovino
(SFB) em nitrogénio liquido. Por fim, cinco palhetas foram descongeladas e utilizadas

para seja realizada a caracterizacdo das CTMs.

3.3 CARACTERIZACAO DAS CTMS

As CTMs possuem propriedades especificas como a de aderéncia ao plastico,
expressdo de antigenos especificos de superficie e pelo seu potencial multipotente de
diferenciacédo, as quais foram avaliadas. Os testes de caracterizagdo das CTMs foram
realizados conforme a the International Society for Cellular Therapy, a qual determinou
que a populacdo das CTMs deve expressar em cerca de 95% os receptores de superficie
CD105, CD73 e CD90, e apresentar alguns fatores de transcrigdo intranucleares como o
OCT3.4 e SOX-2. Além disso, essa populacdo ndo deve expressar <2% dos receptores
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e MHC de classe I, os quais serdo
todos avaliados por citometria de fluxo.

As CTMs também devem preservar a sua capacidade de diferenciacgdo in vitro em
osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos. A viabilidade celular também foi avaliada através
do citdmetro de fluxo com Dead Cell Apoptosis Kit com Anexina V Alexa Fluor ™ 488
e lodeto Propidio (Pi). Ademais, O meio de cultura onde as CTMS sdo inseridas também
é testado com a finalidade de identificar algum tipo de patégeno ou contaminante, por
meio do teste de reacdo cadeia de polimerase (PCR).

Ambos os parametros analisados por meio da citometria de fluxo, utilizou os

equipamentos Amnis ® Imaging Flow Cytometer. J4, os que foram testados através da
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técnica de PCR foi realizado através de dois equipamentos o Veriti Thermal Cycler e o

ThermoFisher Scientific ®.

3.4 PREPARACAO DAS CTMS
O laboratério produziu e conservou as CTMs em palhetas congeladas. Essas
células foram descongeladas e lavadas para uso, de acordo com o protocolo estabelecido

pelo laboratorio Biocell, o qual usa um meio especifico de lavagem e transporte.

3.5 ANIMAIS E METODO DE APLICAQAO DE CTMS

A pesquisa foi realizada com gatos diagnosticados com doenca renal crénica, 0s
quais foram encaminhados para o laboratdrio Biocell para realizacdo do tratamento com
CTMs, com o objetivo promover uma renoprotecdo e melhorar a qualidade de vida. Os
dados foram obtidos através de uma analise documental a partir do banco de dados do
laboratério, contato com os tutores e acompanhamento das aplicaces. Apds a avaliacdo
clinica e realizacdo dos exames, 0s animais foram submetidos ao tratamento por meio de
aplicacdo endovenosa das CTMS diluidas em 30 mL de ringer com lactato por cerca de
40 minutos.

A quantidade de células aplicadas em cada animal foi selecionada de acordo com
a gravidade do seu estado clinico e foram calculadas de acordo com o seu peso. O
protocolo que geralmente é utilizado, opta pela realizacdo de trés aplicacdes, as quais
possuirdo um intervalo de 21 dias entre uma aplicaco e outra, com 1x10° de células por
Kg. Foram selecionados dois animais diagnosticados com DRC, os quais completaram
esse protocolo e apresentaram a presenca de sinais clinicos como o vémito, perda de peso
e anorexia, além da auséncia de comorbidades.

Para a confirmacdo da presenca desse distirbio foi realizado os exames de
ultrassom e o bioquimico sérico. Antes do procedimento se iniciar, foi realizada uma
avalicdo dos parametros vitais de frequéncia cardiaca e respiratorio, bem como aferida a
temperatura dos animais. Estes foram avaliados novamente, aos quinze minutos iniciais
e ao final desse processo, e nenhuma alteracdo foi observada durante ou apds as
aplicacdes de CTMs. Além disso, todos os proprietarios assinaram por escrito um termo
de consentimento antes de iniciar o procedimento e foram informados sobre a seguranga,

complicacdes que poderiam ocorrer.
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3.6 EFEITOS ADVERSOS E COLATERAIS
Durante o estudo clinico, a analise dos efeitos adversos e colaterais foi realizada,
incluindo a avaliagdo da ocorréncia de qualquer intercorréncia durante e até 14 dias ap0s

a terapia com as CTMs halogénicas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro paciente, apresentava uma concentracdo sérica de creatinina
classificada no estagio 4 (5,76 mg/dL) e era submetido a procedimentos de fluidoterapia
subcutdnea por pelo menos trés vezes por semana, além de se alimentar via sonda
esofagica a mais de 30 dias (Figura 2). Foi realizado exames de ultrassom e urindlise,
confirmando esse estagio da DRC. Esse animal, realizou trés aplicacdes com 6x10° de
CTMs cada. Trinta dias apés o fim do tratamento, o animal apresentou uma concentragédo
sérica de creatinina categorizada no estagio 2 (2,73 mg/dL), além de ter a fluidoterapia
suspensa e ja estar se alimentando sem a sonda esofagica (Figura 3). Cinco meses ap0s
0 término do tratamento o animal mantinha uma concentracdo sérica de creatinina
rotulada no estagio 2 (2,49 mg/dL) e estava se alimentando muito bem (tabela 2).

O segundo paciente, apresentou uma concentracdo sérica de creatinina
classificada no estagio 2 (1,8 mg/dL). Foram realizados os exames, 0s quais confirmaram
a presenca de alteracdes no parénquima renal e a classificacdo do estagio desse distarbio.
Esse animal realizou trés aplicacdes que consistiam em 4x10° de CTMs cada. Seis dias
apos o término do tratamento o animal estava apresentando uma concentracdo serica de
creatinina que é especifica dos animais que apresentam uma DRC no estagio 2 (2,1
mg/dL). Um més apés o fim dessa terapia o animal estabilizou em essa concentracéo de
creatinina no estagio 2 (1,6 mg/dL) e o animal estava se alimentando bem (tabela 2).

Esses resultados vdo ao encontro do relatado em um estudo recente, o qual
concluiu que a terapia com CTM é muito promissora e pode retardar a progressdo da DRC
(SILVA et al., 2020). Nessa pesquisa ndo foi realizada nenhuma avaliacdo renal
histoldgica, molecular ou celular. Apesar disso, acredita-se que as CTMs atuaram de
forma paracrina, promovendo uma renoprote¢do através da secrecdo de citocinas e fatores
de crescimento como citado previamente (CAPCHA, 2015; CAVAGLIERI et al., 209;
CONDOR et al., 2016; LEE et al., 2017; QUIMBY, 2018; RODRIGUES et al., 2017).

Além disso, outro trabalho demonstrou que essas moléculas sdo capazes de
melhorar a qualidade de vida dos pacientes através da diminuicdo da perda de podaocitos,

celulas epiteliais viscerais que formam uma barreira no tufo capilar glomerular e
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proporciona a permeabilidade seletiva. Além de modular a resposta imune através da
ativacdo de macrofagos M2 que atuam de forma anti-inflamatéria (ROTA et al., 2018).
Por outro lado, também podem atuar reduzindo os mecanismos apoptéticos e o estresse
oxidativo causado as células tubulares, promovendo o processo de angiogénese e
consequentemente proporcionando uma melhora do suprimento vascular e diminuigédo do
processo fibrético (SAAD et al., 2017). O conjunto dessas a¢es promovidas pelas CTMs
podem acarretar nos resultados encontrados nessa pesquisa, o qual sugere a manutengéo

da taxa de creatinina sérica e na melhora no apetite desses animais.

Tabela 2: Exames antes e ap06s o termino da terapia com as CTMs dos animais 1 e 2

Animal 1
Antes do 30 dias apds as 4 meses apos as Valor referéncia
tratamento aplicacoes aplicacoes
Creatinina 5,76 mg/dL 2,73 mg/dL 2,49 mg/dL <1,6 mg/dl
Animal 2
Antes do 06 dias apds as 1 més apds as Valor referéncia
tratamento aplicacoes aplicacoes
Creatinina 1,8 mg/dL 2,1 mg/dL 1,6 mg/dL <1,6 mg/dl

Figura 2: Animal com sonda esofagica antes da  Figura 3: Animal sem sonda esofagica ap0s a terapia

terapia com CTM. com CTM.

Fonte: Biocell, 2019 Fonte: Biocell, 2019

5 CONSIDERAQOES FINAIS
Esse estudo demonstrou que as células tronco mesenquimais halégenas derivadas
do tecido adiposo promoveram a diminui¢do na taxa de creatinina sérica e melhoraram a

qualidade de vida desses animais, fazendo com que esses pacientes voltassem a se
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alimentar bem. Com isso em vista, considera-se que as CTMs podem se tornar uma op¢éao
terapéutica segura para a DRC. No entanto, o desenvolvimento de estudos randomizados,
controlados e multicéntricos sdo necessarios para desenvolver protocolos de terapia

celular mais robustos.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70755

REFERENCIAS

ANJOS, Tathiana Mourdo dos. Variaveis preditoras da doenca renal cronica e suas
comorbidades em gatos (Felis catus). Tese para doutorado - Universidade Federal de
Minas Gerais, 2018.

ARZI, Boaz et al. Therapeutic Efficacy of Fresh, Autologous Mesenchymal Stem Cells
for Severe Refractory Gingivostomatitis in Cats. Stem Cells Translational Medicine, v.
5,n.1, p. 75-86, 2016.

ARZI, Boaz et al. Therapeutic Efficacy of Fresh, Allogeneic Mesenchymal Stem Cells
for Severe Refractory Feline Chronic Gingivostomatitis. Stem Cells Translational
Medicine, v. 6, n. 8, p. 1710-1722, 2017.

BARAL, Randolph M. et al. Bias in feline plasma biochemistry results between three in-
house analysers and a commercial laboratory analyser: results should not be directly
compared. Journal of Feline Medicine and Surgery, v. 17, n. 8, p. 653-666, 2015.

BARTGES, Joseph W. Chronic Kidney Disease in Dogs and Cats. Veterinary Clinics of
North America: Small Animal Practice, v. 42, n. 4, p. 669-692, 2012.

BEHEREGARAY, W. K. et al. Células-tronco mesenquimais aplicadas nas fases
inflamatdria e proliferativa da cicatrizacdo de feridas cutaneas. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 69, n. 6, p. 1591-1600, 2017.

BROWN, C. A. et al. Chronic Kidney Disease in Aged Cats. Veterinary Pathology, v.
53, n. 2, p. 309-326, 2016.

CAPCHA, José Manuel Céndor. Avaliacado de células-tronco mesenquimais do cordéo
umbilical humano em lesédo de orgdos e disfuncdo endotelial na sepse. Dissertacao
para mestrado - Universidade de S&o Paulo, 2015.

CAVAGLIERI, R. C. et al. Mesenchymal Stem Cells Delivered at the Subcapsule of the
Kidney Ameliorate Renal Disease in the Rat Remnant Kidney Model. Transplantation
Proceedings, v. 41, n. 3, p. 947-951, 2009.

CONDOR, José M. et al. Treatment With Human Wharton’s Jelly-Derived Mesenchymal
Stem Cells Attenuates Sepsis-Induced Kidney Injury, Liver Injury, and Endothelial
Dysfunction. Stem Cells Translational Medicine, v. 5, n. 8, p. 1048-1057, 2016.

CUERVO, Belen et al. Hip Osteoarthritis in Dogs: A Randomized Study Using
Mesenchymal Stem Cells from Adipose Tissue and Plasma Rich in Growth Factors.
International Journal of Molecular Sciences, v. 15, n. 8, p. 13437-13460, 2014.

DUHART, Daniele Geovani Medeiros. O manejo clinico da doenga renal cronica no
paciente felinos, de acordo com o estadiamento da International Renal Insterest
Society (IRIS). Monografia - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2017.

FALCAO, Mario Sérgio Almeida et al. Effect of allogeneic mesenchymal stem cells
(MSCs)on corneal wound healing in dogs. Journal of Traditional and Complementary
Medicine, p. 0-5, 2019.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70756

FATHI, Ezzatollah; FARAHZADI, Raheleh. Isolation, Culturing, Characterization and
Aging of Adipose Tissue-derived Mesenchymal Stem Cells: A Brief Overview. Brazilian
Archives of Biology and Technology, v. 59, p. 16150383, 2016.

FINCH, N. C.; SYME, H. M.; ELLIOTT, J. Risk Factors for Development of Chronic
Kidney Disease in Cats. Journal of Veterinary Internal Medicine, v. 30, n. 2, p. 602—
610, 2016.

FINCH, Natalie. Measurement of glomerular filtration rate in cats: Methods and
advantages over routine markers of renal function. SAGE Publications Ltd, 2014.

GATTI, André et al. Terapia celular no tratamento de anemia ndo regenerativa por
hipoplasia de série eritroide. MEDVEP - Revista Cientifica de Medicina Veterinaria
- Pequenos Animais, n. 41, p. 296-303, 2014.

GEBUREK, Florian et al. Effect of single intralesional treatment of surgically induced
equine superficial digital flexor tendon core lesions with adipose-derived mesenchymal
stromal cells: a controlled experimental trial. Stem Cell Research and Therapy, v. 8, n.
1, p. 1-21, 2017.

GONZAGA, Vivian Fonseca. Células tronco imaturas de polpa dentaria humana:
uma nova estratégia terapéutica para o tratamento da aplasia de medula éssea em
modelo animal. Dissertacdo - Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

GRAUER, Gregory F. Laboratory Evaluation in Dogs & Cats with Chronic Kidney
Disease. Clinician’s Brief, p. 65-69, 2015.

HARMAN, Robert et al. A prospective, randomized, masked, and placebo-controlled
efficacy study of intraarticular allogeneic adipose stem cells for the treatment of
osteoarthritis in dogs. Frontiers in Veterinary Science, v. 3, p. 1-10, 2016.

IRIS, International renal interest society. IRIS Staging of CKD (modified 2019).
International Renal Interest Society, n. modified, p. 1-8, 2019.

JEPSON, R. E. et al. Evaluation of predictors of the development of azotemia in cats.
Journal of Veterinary Internal Medicine, v. 23, n. 4, p. 806-813, 20009.

KASSEM, Moustapha; KRISTIANSEN, Malthe; ABDALLAH, Basem M.
Mesenchymal stem cells: Cell biology and potential use in therapy. Basic & Clinic
Pharmacology & Toxicology, v. 95, n. 5, 2004.

KFOURY, Youmna; SCADDEN, David T. Mesenchymal cell contributions to the stem
cell niche. Cell Stem Cell, v. 16, n. 3, p. 239-253, 2015.

KIM, Yongsun et al. Antioxidant and anti-inflammatory effects of intravenously injected
adipose derived mesenchymal stem cells in dogs with acute spinal cord injury. Stem Cell
Research and Therapy, v. 6, n. 1, 2015.

KIM, Yongsun et al. Transplantation of adipose derived mesenchymal stem cells for
acute thoracolumbar disc disease with no deep pain perception in dogs. Journal of
Veterinary Science, v. 17, n. 1, p. 123, 2016.

KRISTON-PAL, Eva et al. Characterization and therapeutic application of canine adipose
mesenchymal stem cells to treat elbow osteoarthritis. Canadian Journal of Veterinary

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70757

Research, v. 81, n. 1, p. 73-78, 2017.

LA NOCE, Marcella et al. Dental pulp stem cells: State of the art and suggestions for a
true translation of research into therapy. Journal of Dentistry, v. 42, n. 7, p. 761768,
2014,

LARSEN, Jennifer A.; FARCAS, Amy. Nutrition of aging dogs. Veterinary Clinics of
North America - Small Animal Practice, v. 44, n. 4, p. 741-759, 2014.

LEE, Sang Yoon et al. Treatment of Lateral Epicondylosis by Using Allogeneic Adipose-
Derived Mesenchymal Stem Cells: A Pilot Study. Stem Cells, v. 33, n. 10, p. 2995-3005,
2015.

LEE, Seung Jun et al. Mesenchymal stem cells contribute to improvement of renal
function in a canine kidney injury model. In Vivo, v. 31, n. 6, p. 1115-1124, 2017.

LI, Hongzhe et al. Isolation and Characterization of Primary Bone Marrow Mesenchymal
Stromal Cells. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1370, n. 1, p. 109—
118, 2016.

LIMA, A. C. F.; MARTINS, Christine Souza. Estudo Retrospectivo Da Ocorréncia De
Casos De Doenca Renal Crénica Em Felinos Domeésticos Idosos Atendidos No Hvet
— Unb No Periodo De Janeiro a Agosto De 2016. 2016.

LYONS, Leslie A. et al. Feline polycystic kidney disease mutation identified in PKDL1.
Journal of the American Society of Nephrology, v. 15, n. 10, p. 2548-2555, 2004.

MATTHAY, Michael A. Extracellular vesicle transfer from mesenchymal stromal cells
modulates macrophage function in acute lung injury basic science and clinical
implications. American Thoracic Society, v. 196, n. 10, 2017.

MAZHARI, Ramesh; HARE, Joshua M. Mechanisms of action of mesenchymal stem
cells in cardiac repair: Potential influences on the cardiac stem cell niche. Nature Clinical
Practice Cardiovascular Medicine, v. 4, n. 1, p. 21-26, 2007.

MCGROTTY, Y. Diagnosis and management of chronic kidney disease in dogs and cats.
In Practice, v. 30, n. 9, p. 502-507, 2008.

MONTEIRO, Bianca Andriolo. Efeitos da Terapia com Células Tronco Mesenguimais
em Afecgdes do Sistema Nervoso de Caes. Journal of Personality and Social
Psychology, v. 1, n. 1, p. 1188-1197, 2017.

MURPHY, Matthew B.; MONCIVAIS, Kathryn; CAPLAN, Arnold I. Mesenchymal
stem cells: Environmentally responsive therapeutics for regenerative medicine.
Experimental and Molecular Medicine, v. 45, n. 54, 2013.

NOGUEIRA, Antonio; PIRES, Maria Jodo; OLIVEIRA, Paula Alexandra.
Pathophysiological Mechanisms of Renal Fibrosis: A Review of Animal Models and
Therapeutic Strategies. In Vivo, v. 31, n. 1, p. 1-22, 2017.

O’NEILL, Dan G. et al. Longevity and mortality of cats attending primary care veterinary
practices in England. Journal of Feline Medicine and Surgery, v. 17, n. 2, p. 125-133,
2015.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70758

PEIRED, Anna Julie; SISTI, Alessandro; ROMAGNANI, Paola. Mesenchymal Stem
Cell-Based Therapy for Kidney Disease: A Review of Clinical Evidence. Stem Cells
International, 2016

PENHA, Euler Moraes et al. Use of autologous mesenchymal stem cells derived from
bone marrow for the treatment of naturally injured spinal cord in dogs. Stem Cells
International, 2014.

PINTO, Ana Laura Stocker; COSTA, Fernanda Vieira Amorim da. Ultrasssonografia
como método auxiliar de diagndstico precoce na doenca renal cronica felina.
Monografia - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2018.

PRESSLER, B. M. Clinical Approach to Advanced Renal Function Testing in Dogs and
Cats. Clinics in Laboratory Medicine, v. 35, n. 3, p. 487-502, 1 set. 2015.

QUEIROZ, Layla Livia de; FIORAVANTI, Maria Clorinda Soares. Tratamento da
doenca renal crdnica em pequenos animais: um guia para 0 medico veterinario. Cento
Cientifico conhecer, v.10, n. 18, p. 1-33, 2014.

QUIMBY, Jessica M. Stem Cell Therapy. Veterinary Clinics of North America - Small
Animal Practice, v. 49, n. 2, p. 223-231, 2018.

REECE, William O. et al. Dukes - Fisiologia dos animais domésticos. 13? ed. 2017

REINDERS, Marlies E. J.; FIBBE, Willem E.; RABELINK, Ton J. Multipotent
mesenchymal stromal cell therapy in renal disease and kidney transplantation.
Nephrology Dialysis Transplantation, v. 25, n.2, 2010.

RELFORD, Roberta;, ROBERTSON, Jane; CLEMENTS, Celeste. Symmetric
Dimethylarginine: Improving the Diagnosis and Staging of Chronic Kidney Disease in
Small Animals. Veterinary Clinics of North America - Small Animal Practice, v. 46,
n. 6, p. 941-960, 2016.

REYNOLDS, Brice S.; LEFEBVRE, Hervé P. Feline CKD Pathophysiology and risk
factors — what do we know?. Journal of Feline Medicine and Surgery, v. 15, p. 3-14,
2013..

RODRIGUES, Camila Eleuterio et al. Human umbilical cord-derived mesenchymal
stromal cells protect against premature renal senescence resulting from oxidative stress
in rats with acute kidney injury. Stem Cell Research and Therapy, v. 8, n. 1, 2017.

ROTA, Cinzia et al. Therapeutic potential of stromal cells of non-renal or renal origin in
experimental chronic kidney disease. Stem Cell Research & Therapy, v. 9, n. 1, p. 220,
2018.

SAAD, Ahmed et al. Autologous Mesenchymal Stem Cells Increase Cortical Perfusion
in Renovascular Disease. Journal of the American Society of Nephrology, v. 28, n. 9,
p. 2777-2785, 2017.

SANTOS, Enrico. Biologia das células-tronco mesenquimais de felinos obtidas a partir
de nichos presentes no tecido adiposo objetivando sua aplicagdo terapéutica na medicina
veterinaria. Revista Eletronica Cientifica da UERGS, v. 4, n. 3, p. 368-379, 2018a.

SANTOS, Enrico Jardim Clemente. Avaliacdo de Diferentes Vias de Administracdo de

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

70759

Células Progenitoras Adultas Multipotentes Visando sua Utilizacdo Terapéutica no
Tratamento da Diabete. Revista Cientifica Multidisciplinar Nucleo do Conhecimento,
v. 1,n. 05. Ano 02, p. 1066-1075, 2017.

SANTOS, Enrico Jardim Clemente. Premissas da terapia celular no contexto da
medicina veterinaria. p. 1-9, 2018b.

SCARDOELI, Bruna. Doenca Renal Cronica em cdes e gatos - Revisdo bibliogréafica
e estudo retrospectivo. Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduagdo - Universidade
de Santo Amaro - SP, 2017.

SEMEDO, Patricia et al. Mesenchymal stem cells attenuate renal fibrosis through
immune modulation and remodeling properties in a rat remnant kidney model. Stem
Cells, v. 27, n. 12, p. 3063-3073, 2009.

SILVA, Savio Christian et al. Mesenchymal stem cell therapy in acute kidney injury
(AKI): Review and perspectives. Revista da Associacao Medica Brasileira, v. 66, n. 1,
p. 45-54, 2020.

SPARKES, Andrew H. et al. ISFM Consensus Guidelines on the Diagnosis and
Management of Feline Chronic Kidney Disease. Journal of Feline Medicine and
Surgery, v. 18, n. 3, p. 219-239, 2016.

STRUCK, A. K. et al. Complex segregation analysis of familial amyloidosis in Oriental
shorthair cats. The Veterinary Journal, v. 265, p. 105552, 2020.

TRZIL, Julie E. et al. Intravenous adipose-derived mesenchymal stem cell therapy for the
treatment of feline asthma: a pilot study. Journal of Feline Medicine and Surgery, v.
18, n. 12, p. 981-990, 2016.

TSIMBOURI, Penelope. Adult Stem Cell Responses to Nanostimuli. Journal of
Functional Biomaterials, v. 6, n. 3, p. 598-622, 2015.

VIDANE, Atanasio Serafim. Modelo clinico de uso de células-tronco mesenquimais
da membrana amnidética para o tratamento da insuficiéncia renal cronica em gatos.
2015. Tese de doutorado - Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes da Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2015.

WANG, Ying et al. Plasticity of mesenchymal stem cells in immunomodulation:
Pathological and therapeutic implications. Nature Immunology, v. 15, n. 11, p. 1009-
1016, 2014.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.7, p.70741-70759 jul. 2021



