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USO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM CAO COM HIPOPLASIA
MEDULAR - RELATO DE CASO

USE OF MESENCHIMAL STEM CELLS IN DOG WITH MEDULAR HYPLOPLASIA-
CASE REPORT

Drielle de Sousa Silva’; Barbara Souto Dominguez?; Sandra Vogel Seixas®; Michele Milistedt*

Resumo

As Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) sao células multipotentes que possuem alta capacidade de produgéo
e diferenciacao de diversos tipos celulares e tecidos com origem ndo hematopoiéticos, como células epiteliais,
condroblastos e osteoblastos. As CTMs sao imprescindiveis para os processos de reparagao tecidual, pois
sua capacidade de plasticidade é responsavel pela atuagao destas em todos os tipos de tecidos no organismo.
A hipoplasia medular € uma condi¢cao patoldgica rara que afeta cdes e gatos, sendo caracterizada pela
baixa produgao das linhagens hematopoiéticas. Neste trabalho relata-se o caso de uma fémea canina da
raga Schnauzer, 8 anos, que apresentava historico de fraqueza, anorexia, apatia e taquipneia. O diagnéstico
sugestivo através do mielograma foi hipoplasia das séries mieloide, eritrdide e megacariocitica, sem causa
definida. A paciente apresentava oscilagdes entre 9,8% até 25% no hematdcrito, ndo apresentando melhora
apos realizagao de transfusdes sanguineas ou tratamento medicamentoso. Foi indicada a terapia celular com
infusdo de células-tronco mesenquimais, utilizando 10 milhdes de CTMs em quatro sessdes de aplicagao.
Apods a segunda aplicagdo apresentou resultados com a significativa melhora dos padrées hematoldgicos,
evidenciado pelo aumento de 32% na contagem final de hematdécrito e melhora clinica. A paciente segue em
tratamento clinico. Foi observada uma resposta medular indicando um processo de regeneracao.

Palavra-chave: Células-tronco. Hipoplasia medular. Terapia celular.

Introducao

A hipoplasia medular afeta caes e gatos, considerada rara nestas espécies, marcada pela
baixa produgéo das linhagens hematopoiéticas, enquanto o termo aplasia € aplicado quando todas
as células hematopoiéticas da medula sdo ausentes (COSTA et al., 2019). Em casos de aplasia
medular o tecido hematopoiético da medula éssea é substituido por adipécitos, isto pode levar
ao quadro de pancitopenia, observada no sangue periférico, através do hemograma (MINUZZO
e DUTRA DA SILVEIRA, 2020). A hipoplasia das trés linhagens celulares (eritroide, mieloide e
megacariocitica), pode ser classificada em aguda ou crénica, conforme sua a evolugdao (MORAES
e TAKAHIRA, 2010).

As células-tronco mesenquimais podem ser utilizadas no tratamento da hipoplasia medular
por conta de suas carateristicas imunomoduladoras e imunossupressoras, que tendem a diminuir
a producao de citocinas proé-inflamatorias (SANTOS, 2017), podendo ser usadas na sua forma
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halébgena, com baixos riscos de imunorrejeicdo. As CTMs sdo extraidas de tecidos adultos em
pequenas quantidades, os locais de escolha envolvem a medula éssea, tecido muscular e adiposo,
regido de periésteo e 6rgaos parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2008; MAMBELLI et al., 2009;
MONTEIRO et al., 2009).

Revisao de Literatura

A ciéncia biomédica aliada a medicina veterinaria segue com avancos na area de pesquisas
relacionadas a terapia celular e medicina regenerativa. Com o progresso das pesquisas, a partir
da massa celular interna de um blastocisto que foi pré-implantada em um camundongo foram
isoladas as primeiras células-tronco embrionarias (NONES, 2008). Na Figura 1 esta representado
um esquema sobre a obtencado de células-tronco embrionarias a partir da massa interna de um
blastocisto.

As células-tronco sdo uma fonte de multiplicacao e diferenciagdo que podem ser usadas para
o tratamento de doengas consideradas incuraveis. No ano de 2001 as células-tronco mesenquimais
foram identificadas em tecido adiposo, sendo estas mais amplamente usadas no tratamento clinico
dos pacientes. Durante o procedimento cirurgico, fragmentos de tecido adiposo s&o coletados na
regido inguinal de caes e gatos e na base da cauda de equinos (KULUS et al., 2018).

Quando existe uma alta densidade de citocinas pro-inflamatérias (IFN-g e TNF-a), as CTMs
sao atraidas por este processo criando fatores paracrinos responsivos, tais como as citocinas anti-
inflamatédrias e fatores de crescimento. Isto leva a diminuicdo da inflamagdo e uma modulagéo
da resposta imunolégica, estimulando a formagdo de novos vasos sanguineos, aumentando a
multiplicacdo de células, reduzindo a morte celular e promovendo o auxilio na recuperagao das
células danificadas (AMORIM e CRUZ JR, 2020).
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Figura 1: Esquema sobre a obtencé@o de células-tronco embrionarias a partir

da massa celular interna de um blastocisto.

Figura 1 - Obtengéo de células-tronco embrionarias
Fonte: Nones, 2008.
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Segundo Braga e Santos (2020) as CTMs conseguem regular a resposta imune através do
sazonamento das células dendriticas, atenuando o aumento e atuagao das células natural Killer e
dos linfécitos T e B. Quando as CTMs estao presentes em um local lesionado, devido ao expressivo
numero de moléculas bioativas, adquirem a forma e a aplicabilidade das células danificadas e
promovem a restauracao do tecido (MURPHY et al., 2013).

O uso de CTMs na medicina veterinaria vem apresentando resultados eficazes em diversas
patologias como: sequela em animais que tiveram cinomose, osteoartrites, doengas oculares como
lesdes na cornea, lesdes em tenddes, traumatismo medular (BRAGA e SANTOS, 2020) e hipoplasia
medular (AMORIM e CRUZ JR, 2020).

Um fator altamente relevante que deve ser considerado sao as vias de infusbes das CTMs,
elas deverao ser de facil acesso, invasao e trauma pequenos, poucos efeitos colaterais e alta taxa
de sobrevida da célula (BRAGA e SANTOS, 2020). A via endovenosa possui um acesso rapido para
administracdo das CTMs, a sua taxa de invasdo também é reduzida, levando a efeitos traumaticos
minimos ao paciente (TRZIL et al., 2015; SANTOS, 2017).

A hipoplasia ou aplasia medular pode ser causada por doencgas infecciosas ou autoimunes e
induzida por medicamentos, essas enfermidades podem causar falha na fungdo da medula déssea,
inibindo a producédo das células sanguineas (AMORIM e CRUZ JR, 2020). Com relagcao a origem
infecciosa devemos levar em consideracao a Ehrlichia canis e parvovirus (MORAES e TAKAHIRA,
2010). Com relagao ao uso de medicamentos, aqueles que agem na divisao celular com propriedades
anti-inflamatdrias esteroidais inibindo a producéao de fatores inflamatérios podem ocasionar o quadro
de hipoplasia, como por exemplo a prednisona (AMORIM e CRUZ JR, 2020). Outros farmacos
amplamente ligados a hipoplasia ou aplasia, sdo os hormonais: estrogeno, anti-inflamatoério nao
esteroidal: fenilbutazona e antibiético: trimetoprim/sulfadiazina, antiarritmico: quinidina, antifungico:
griseofulvina, anestésico: Fenotiazina, antibidtico do grupo das cefalosporinas, vasodilatador:
captopril e antibiotico: cloranfenicol (MORAES e TAKAHIRA, 2010).

O diagndstico de hipoplasia medular canina é feito através de uma anamnese detalhada
juntamente com as manifestagdes clinicas e a avaliagdo dos exames hematoldgicos do animal,
além disso é necessario que o animal fagca o mielograma, possibilitando assim a investigagao de
qualquer anormalidade no sangue (AMORIM e CRUZ JR, 2020).

Uma das manifestacdes clinicas de hipoplasia medular que esta relacionado com anemia
€ a palidez de mucosas, por outro lado o animal também pode manifestar cansaco, fraqueza e
desanimo (COSTA et al., 2019).

O mielograma tem como objetivo avaliar a quantidade de células megacariociticas, mieloides,
eritroides e estimar as reservas de ferro, bem como identificar possiveis alteragdes morfolégicas
celulares. A colheita em caes é feita principalmente nos ossos esterno e umero, podendo
eventualmente ser coletado do ilio. Os principais locais de colheita para a realizagdo do mielograma
estao apresentados na Figura 2.
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Figura 2- Principais pontos de colheita para realizar mielograma.
Fonte: Costa et al. (2019).

Relato de Caso

Foi atendida na clinica Terapia Celular Vet ® em Curitiba — PR, especializada em terapia
celular com células-tronco, no dia 10 de margo de 2021, uma fémea canina, Schnauzer de 8 anos,
6.780 kg, ndo castrada, apresentando histérico de fraqueza, falta de apetite, apatia, taquipneia
e, segundo informacdes dos tutores, a ultima vacina realizada foi em agosto de 2020. A paciente
passou por internamentos prévios em outras clinicas, em janeiro de 2021, com permanéncia de sete
dias e necessidade de tratamento intensivo. Durante esses internamentos foram realizados exames
hematoldgicos nos quais apresentou uma anemia persistente com diminuicdo do hematécrito, seu
valor oscilou de 9,8% a 25,8%, sendo necessario realizar duas transfusdes sanguineas neste periodo
com intervalo de aproximadamente 30 dias. Em acréscimo a isso foi solicitado um mielograma para
melhor avaliagdo do quadro hematolégico da paciente, o diagnoéstico do exame foi sugestivo de
Hipoplasia das Séries Mieloide, Eritroide e Megacariocitica.

Ainda previamente ao tratamento na clinica de terapia celular foi realizada ultrassonografia,
que evidenciou esplenomegalia e hepatomegalia, e exames complementares para descartar outras
possiveis causas, com resultado negativo (sorologia para leishmaniose). Durante o tratamento
anterior ao da clinica de terapia celular, a paciente fazia uso do medicamento eritropoetina com a
dosagem de 0,15 mL a cada 48 horas, para estimular a produgao dos eritrécitos, porém nao houve
resposta. Nao foi relatado o uso de corticoides e imunomoduladores.

Na clinica atual, foi atribuido o dia zero (D0) como o inicio de tratamento, durante a avaliacao
clinica a paciente apresentava-se alerta, com mucosas rosadas e auscultacdo cardiopulmonar sem
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alteracoes. Foi indicada terapia celular com células-tronco mesenquimais com 10 milhdes de CTMs,
em quatro infusbes com intervalos de 20 a 30 dias. A eritropoetina foi suspensa e iniciou-se o
uso de medicamentos imunossupressores em conjunto com a terapia celular, visando o suporte
imunoldgico durante o tratamento. Os medicamentos foram o micofenolato de mofetila iniciado em
D9 com dosagem de 70 mg/BID chegando em 45 mg/BID em D86. A prednisona foi iniciada na
dosagem de 15 mg/BID em DO com redugao de 25% semanal iniciada em D21. Na ultima infusédo de
CTMs a paciente ja estava sem o uso da prednisona. Na Figura pode-se observar o detalhamento
dos dias de tratamento (D), as infusdes de CTMs e os medicamentos usados.

R4
D0 D2-1° D9- D-21 e e . _
Predinisona Infusio de Micofenolato Predinisona In[f)jszéozde In[f):s2503de D?2:4 . D8&6- 312; Sevm
15mg/BID ™ 70mg/BID  10ma/BID ™ Infusdo de Micofenclate edicagao
9 CTMe  CTM,sem  45mg/BID
Prednisona  prednisona
7,5mq/BID

Figura 3. Linha do tempo entre as infusdes realizadas e os medicamentos em uso.

A prednisona é um anti-inflamatério esteroidal, da classe dos glicocorticoides, utilizada no
tratamento de doencas inflamatérias, dermatoldgicas, processos alérgicos, doencas autoimunes e
neoplasicas. Os glicocorticoides agem inibindo a destruicdo de glébulos vermelhos, com a parada
da fagocitose e a sintese de imunoglobulinas. Seus efeitos colaterais podem acarretar nauseas e
vomitos, retencdo de sodio causando edema, neutrofilia, eosinofilia, linfopenia, dentre outros, além
disso podem retardar o processo de cicatrizagdo. A administragéo é feita em doses de 1 a 2 mg/kg/
BID (GORENSTEIN et al., 2019).

O segundo farmaco utilizado é o imunossupressor micofenolato de mofetila, eficiente na
supressao da proliferacao linfocitaria e tem acao inibitéria sobre a enzima que sintetiza purina, tange
a restricdo da multiplicacdo dos linfécitos B e T. E utilizado na terapia de doencas imunomediadas
nos animais. E um dos farmacos imunossupressores com alta taxa de sucesso, seu uso pode ser
indicado em casos de anemia hemolitica imunomediada, seus efeitos colaterais englobam perda
de peso corporal, processo diarreico, aparecimento de papilomas e desenvolvimento de processo
alérgico. Este farmaco possui rapida acao e nao causa efeito hepatotdxico e mielossupressor. A
dosagem recomendada é de 8 a 12 mg/kg/SID (GORENSTEIN et al., 2019).

As células-tronco mesenquimais utilizadas na paciente sao originarias do laboratério Biocell
®, que possui registro de células-tronco para caes, gatos e equinos, no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As pesquisas com CTMs no laboratério iniciaram no ano de 2004.

Sao os profissionais do laboratério Biocell ® que auxiliam aos médicos veterinarios com
relacdo ao numero de aplicagdes e de células a serem infundidas no paciente, que depende do
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caso e da doenga. Segundo o protocolo do laboratério Biocell ® em casos de doencgas sistémicas é
indicado trés infusdes de 10 milhdes de CTMs, com intervalos de 20 a 30 dias entre as infusdes para
que se possa avaliar uma resposta da medula éssea. Todavia, a paciente apresentou uma infecgcéo
uterina durante o tratamento, sendo necessaria a intervencéo cirurgica. A médica veterinaria
responsavel decidiu realizar mais uma aplicagdo de CTMs (totalizando quatro aplicagées), pois com
o procedimento cirurgico poderia ter ocorrido um consumo maior de células pelo organismo.

As CTMs ficam armazenadas em palhetas dentro de um transporte com nitrogénio. Antes de
serem infundidas passaram por um processo de descongelamento em banho-maria, centrifugagao,
lavagem em soro proprio e preparo para infusao.

A primeira infusao foi realizada em D2, sendo orientado jejum de alimentos soélidos por oito
horas e hidrico por duas horas antes do procedimento. A infusdo foi realizada por acesso veia
cefalica com cateter numero 24 e foi utilizado equipo gravitacional fotossensivel. O concentrado
de CTMs apés preparo foi adicionado ho momento da infusdo em solugdo 50 mL de Ringer com
Lactato e o tempo de infusdo foi de aproximadamente uma hora. Esse procedimento foi realizado em
todas as infusdes. Durante a primeira aplicacdo nao houve reagao durante e apés o procedimento.
A segunda infusao foi realizada em D 22 e a paciente apresentou desconforto e Emese durante a
aplicagao, porém nao houve intercorréncias. A terceira infusdo foi em D 42 e quarta infusdo ocorreu
D 72, sem intercorréncias.

Resultados e Discussao

Apos as infusdes foram realizados exames hematologicos (hemograma e contagem de
reticuldcitos). Houve melhora gradativa dos valores hematoldgicos da série vermelha e da clinica
da paciente, evidenciado através do relato dos tutores na melhora da ingestao alimentar e da apatia.
A relacao dos hemogramas esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Acompanhamento dos hemogramas (eritrograma) de DO até D70 sob infusées de CTMs.

Eritrograma D2 D22 D38 D70 VALOR DE REFERENCIA
Eritrécitos (milhdes/mm?) 3,44 3,6 3,88 4,53 55a8,5
Hemoglobina (g/dL) 7,7 8,1 10,2 11,6 12,02 18,0
Hematocrito (%) 22 23 30 32 37ab5
V.C.MfL 63,95 63,89 77,32 70,64 60a77
H.C.M pg 22,38 22,5 26,29 25,61 19,5a24,5
C.H.CM % 35 35,22 34 36,25 30a36

Os resultados obtidos e analisados evidenciam que durante a terapia celular com CTMs
a paciente iniciou o processo de resposta medular, indicando uma regeneragao leve através da
contagem de reticulécitos (Tabela 2). Com relagdo as alteracdes no leucograma, foi observada
linfopenia possivelmente pelo uso da prednisona.
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Através da analise da contagem de reticulécitos pode-se observar que entre a terceira e
quarta infusdo das CTMs a paciente comegou a apresentar uma leve regeneragdo medular, ainda
mantendo os valores baixos das séries vermelhas (eritrécitos, hemoglobina e hematécrito), contudo
seus resultados estavam mais proximos aos valores de referéncia.

As CTMs conseguem se diferenciar em células progenitoras do sangue, porém é provavel
que a melhora da paciente esteja relacionada com a agao imunomoduladora das CTMs com a
liberagdo das citocinas anti-inflamatodrias e fatores de crescimento (SANTOS, 2017).

Tabela 2. Relagéo da contagem de reticulécitos entre os dias (D57 e D70)

EXAME D 57 | D70
CONTAGEM DE RETICULOCITOS RESULTADO
Contagem absoluta mil/mm? 65.380 172.140
indices de reticulécitos 0,72 1,8
Percentual de Reticulécitos 1,4 3,8
Percentual corrigido 1,08 2,7

VALORES DE REFERENCIA

Contagem absoluta Percentual corrigido indice de Reticulécitos
60.000/mm? = nenhuma regeneragao 1= normal <1 anemia
3= = - ! = 1 a 2 eritropoiese
150.000/mm?® = leve regeneragao 1 a 4 = leve estimulagao moderada
300.000/mm?® = moderada regeneragéo 5 a 20= moderada estimulacdo >2 eritropoiese acentuada
> 500.000 = marcada regeneracao 21 a 50 = marcada estimulagao >3 regenerativa

Segundo Malard (2015), no tratamento para paciente com hipoplasia medular eritroide
imunomediada, houve oscilagdo nas quantidades de CTMs aplicadas, variando entre 40 milhdes e
60 milhées e administrando-as de forma intramedular. No tratamento dos caes com hipoplasia de
medula 6ssea, Amorim e Cruz Jr (2020) personalizou suas aplicagdes para cada animal considerando
seu peso e gravidade dos casos. Os dois autores utilizaram trés aplicagdes, com intervalos de 30 e
21 dias, respectivamente. Para a paciente do presente relato foram utilizados 10 milhdes de CTMs
em cada uma das quatro aplicagdes intravenosas, e os intervalos entre as aplicagdes foram de 20
a 30 dias.

Outro trabalho realizado por Amorim e Cruz Jr (2020), comprovou a eficacia do tratamento
com CTMs, ao ser realizado estudo com seis caes portadores de hipoplasia medular, sendo
que em quatro caes a origem era infecciosa, um cado de origem autoimune e um cao de origem
medicamentosa, que receberam terapia celular com CTMs. Cinco dos seis animais apresentaram
melhora clinica e laboratorial apos o tratamento, sem a necessidade de transfusées ou continuidade
de medicamentos.

A paciente do presente relato teve seu tratamento de infusdo de CTMs encerrado, esta
estavel clinicamente e segue em acompanhamento na clinica.
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Conclusao

O presente estudo demonstrou que apds as infusdes de células tronco mesenquimais, os
parametros hematoldgicos da paciente evoluiram crescentemente e iniciou-se um processo de
regeneracao leve medular. Esses novos estudos e procedimentos estdo em constante crescimento
na medicina veterinaria e sdo imprescindiveis para a otimizacdo das terapias ja existentes.
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