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Resumo. A doenca renal cronica (DRC), enfermidade caracterizada pela inflamacéo tu-
bulo-intersticial, atrofia tubular e fibrose intersticial com perda progressiva da funcéo renal,
tem se tornado uma afeccéo relativamente comum em cées e gatos. Devido ao fato de o
transplante renal ainda n&o ser uma opgao viavel na medicina veterinaria, surgiram estudos
para avaliar a possibilidade de tratamento de DRC com células-tronco mesenquimais
(CTMs), em razdo dos efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes, antifibréticos e imunomo-
duladores que essas células possuem. Onze pacientes portadores de DRC (6 cdes e 5 gatos)
foram avaliados e submetidos a terapia com CTMs haldgenas. Todos 0s 5 gatos e 4 dos 6
caes tiveram diminuicdo nas taxas de creatinina sérica ap6s o transplante de células,
indicando que houve diminuicdo significativa para a creatinina em cées (P =0,0238).
Houve, também, consideravel diminuigdo na frequéncia de vémitos (P <0,05) e aumento
no apetite (P <0,05) dos animais que receberam a terapia com células, de acordo com a
percepcao dos tutores. Esses resultados sugerem que a terapia com CTMs pode ser avaliada
como uma alternativa para os animais portadores de DRC. Novos estudos devem ser reali-
zados, com acompanhamento por maior espaco de tempo a fim de estabelecer a melhor
concentracdo de células e o numero ideal de aplicagbes para estabilizacdo dos pacientes
portadores de DRC.

Palavras-chave: apoptose, anti-inflamatério, imunomodulag&o, les&o renal

Evaluation of therapy with allogeneic mesenchymal stem cells in
chronic renal disease of dogs and cats

Abstract. Chronic kidney disease (CKD), a disease characterized by tubulo-interstitial in-
flammation, tubular atrophy and interstitial fibrosis with progressive loss of renal function,
has become a relatively common condition in dogs and cats. Due to the fact that renal
transplantation is not yet a viable option in veterinary medicine, studies have been carried
out to evaluate the possibility of treatment of CKD with mesenchymal stem cells (MSCs)
due to the anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-fibrotic and immunomodulatory responses
that these cells possess. Eleven patients with CKD (6 dogs and 5 cats) were evaluated and
submitted to therapy with halogen MSCs. All 5 cats and 4 out of the 6 dogs had a decrease
in serum creatinine levels after cell transplantation, indicating that there was a significant
decrease in creatinine in dogs (P = 0.0238). There was also a considerable decrease in the
frequency of vomiting (P<0.05) and increase in the appetite (P<0.05) of the animals that
received the cell therapy, according to the tutors' perception. These results suggest that
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MSCs therapy can be evaluated as an alternative for animals with CKD. Further studies
should be performed, with follow-up for a longer period of time in order to establish the
best concentration of cells and the ideal number of applications for stabilization of patients
with CKD.

Keywords: apoptosis, anti-inflammatory, immunomodulation, renal injury

Evaluacion de la terapia con células madre mesenquimales alogéni-
cas en la enfermedad renal crénica de perros y gatos

Resumen. La enfermedad renal crénica (ERC), una enfermedad caracterizada por inflama-
cion tubulointersticial, atrofia tubular y fibrosis intersticial con pérdida progresiva de la
funcion renal se ha convertido en una condicién relativamente comdn en perros y gatos.
Debido al hecho de que el trasplante de rifion aln no es una opcion viable en medicina
veterinaria, han surgido estudios para evaluar la posibilidad de tratar la ERC con células
madre mesenquimatosas (MSC), debido a los efectos antiinflamatorios y antiinflamatorios.
oxidantes, antifibroticos e inmunomoduladores que tienen estas células. Once pacientes
con ERC (6 perros y 5 gatos) fueron evaluados y sometidos a terapia con MSC hal6genas.
Los 5 gatos y 4 de 6 perros tuvieron una disminucion en las tasas de creatinina sérica des-
pués del trasplante celular, lo que indica que hubo una disminucién significativa en la crea-
tinina en los perros (p = 0.0238). También hubo una disminucién considerable en la fre-
cuencia de vomitos (p <0.05) y un aumento en el apetito (p <0.05) en animales que reci-
bieron terapia celular, de acuerdo con la percepcion de los cuidadores. Estos resultados
sugieren que la terapia con MSC puede evaluarse como una alternativa para los animales
con ERC. Deben llevarse a cabo nuevos estudios, con monitoreo durante un periodo de
tiempo maés largo para establecer la mejor concentracién de células y el nimero ideal de
aplicaciones para estabilizar pacientes con ERC.

Palabras clave: apoptosis, antiinflamatorio, inmunomodulacién, dafio renal

Introducéo

A doenca renal crénica (DRC) tem se tornado uma afec¢éo relativamente comum em cées e gatos,
especialmente os senis ou os acometidos por alguma alteracdo congénita. Essa enfermidade caracteriza-
se pela inflamag&o tubulo-intersticial, atrofia tubular e fibrose intersticial com perda progressiva da fun-
¢do renal (Chakrabarti et al., 2013; Roméao Junior, 2004) e, por ndo existir uma terapia definitiva ou a
possibilidade de realizagdo de transplante de rins no campo da medicina veterinaria, a escolha tem sido
a realizacdo do controle com tratamento medicamentoso na tentativa de resgatar a qualidade de vida do
animal (Quimby et al., 2013). Dessa forma, também, objetivando proporcionar mais bem-estar e quali-
dade de vida aos animais, iniciaram-se 0s estudos com aplicacdo de células-tronco mesenquimais
(CTMs) em pacientes acometidos por DRC, visto que essas células apresentam grande capacidade de
regenerar tecidos, diminuir a inflamac&o local, provocar imunomodulagéo (Sutton et al., 2002).

As células-tronco mesenquimais sdo um tipo especial de célula que possuem capacidade de prolife-
racdo indefinida, de autorenovacdo, de producéo de diferentes linhagens celulares e citocinas atuantes
no sistema inflamatdrio e imunoldgico (Oliveira et al., 2005). Essas células podem ser provenientes de
diversos tecidos no individuo adulto, inclusive do adiposo, local de preferéncia de obten¢do atualmente
no ramo da medicina veterinaria (Chung et al., 2012). Pelo fato da inflamacdo estar presente em todos
0s estdgios da doenca renal crénica, a agdo anti-inflamatdria e imunomoduladora causada pelas CTMs
aparece como uma alternativa para suprimir a inflamacdo, com menos efeitos colaterais que os comu-
mente causados por medicamentos anti-inflamatorios.

Dessa forma, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar a resposta de pacientes cées e gatos do-
entes renais cronicos frente a terapia com células-tronco mesenquimais halégenas.

PUBVET DOI 10.31533/pubvet.v14n11a700.1-8



Terapia com células-tronco mesenquimais em doenca renal crénica 3

Material e métodos
Triagem dos animais do estudo

O estudo foi multicéntrico, conduzido em clinicas e hospitais veterinarios no Brasil, tendo participa-
¢do de 11 animais — 6 cdes e 5 gatos — diagnosticados com doenca renal cronica por meio de avaliacdo
clinica combinada a exames hematoldgicos. Todos 0s pacientes, ao serem selecionados para 0 estudo,
ja vinham sendo acompanhados por médico veterinario e haviam recebido terapias convencionais de
suporte que envolveram fluido terapia, ketosteril, quelante de fésforo, ou a terapia proposta pelo médico
veterinario. Ao inicio do estudo, todos os pacientes vinham sendo tratados pelo periodo minimo de 6
meses da forma convencional; porém, sem regressao no estagio da doenca. Todos ja vinham recebendo
racao especifica para pacientes renais e isso se manteve durante o estudo.

Isolamento, cultivo e caracterizagdo das CTMs haldgenas

As células-tronco mesenquimais haldgenas utilizadas no estudo séo derivadas de tecido adiposo. Para
coleta do tecido, o animal doador de cada espécie passou por exames clinicos e hematologicos que
atestaram sua saude. Os individuos foram submetidos a sedagéo e coleta de fragmento de 20 gramas
tecido adiposo oriundo do tecido subcutaneo da base da cauda, o qual foi acondicionado em tudo falcon
com meio de transporte, e colocado em caixa de isopor contendo gelo. Tal material foi encaminhado ao
laboratério BIO CELL, localizado em Brasilia-DF, para isolamento e cultivo e caracterizagdo das célu-
las-tronco mesenquimais. No laboratério, o tecido adiposo foi lavado em solugdo tampéo de fosfato
padrdo (PBS) para retirada dosdebris celulares e excesso de sangue. Em seguida, foi fragmentado em
particulas peguenas e colocado em contato com a solucdo de colagnase e hialuronidase para digestdo
enzimatica. Esta mistura foi centrifugada e o pellet celular, ressuspenso. Ap6s a obtengdo das células
mononucleares, as mesmas foram colocadas em garrafas de cultivo contendo meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), acondicionadas em estufas a temperatura de 37,5°C e 5% de gas carbbnico
(CO2) para a obtencao de maior numero de células. Ao se obter 80% de confluéncia celular foi realizada
a tripsinizacdo e congelamento. Parte das células foram induzidas a diferenciacdo celular para tecido
0sseo, cartilaginoso e adiposo, parte foi fixada em solucdo de paraformaldeido e encaminhada para o0s
Estados Unidos da América no laboratério MOFA Global para realizacéo da caracterizagdo celular por
citometria de fluxo. A outra parte das células foi congelada, descongelada e a viabilidade p6s-descon-
gelamento foi avaliada por coloracdo com azul de trippan, e a Gltima parte ficou armazenada em nitro-
génio liquido para utilizagdo na terapia dos pacientes estudados.

Avaliacéo clinica dos pacientes do estudo e terapia com CTMs haldgenas

Os animais foram avaliados em relacéo aos valores séricos de creatinina, ganho/perda de peso e a
avaliagdo de frequéncia de vOmitos e descricdo do apetite, realizados pelo tutor. Apos avaliagdo do
historico e selecdo para o estudo, os pacientes tiveram o sangue coletado e, entdo, receberam a aplicagdo
de 1 x 10° CTMs halégenas por kg de peso. A via de aplicacdo foi endovenosa, sendo que as células
foram diluidas em 50 ml de ringer com lactato e a aplica¢do durou de 30 a 40 minutos, para cada paci-
ente. Os pacientes que estavam recebendo fluido terapia (subcutaneo ou endovenoso) tiveram esse su-
porte continuado.

Cada animal do estudo retornou para avaliagdo com o veterinario 15 a 21 ap0s a realizacdo da terapia
para consulta clinica e coleta de sangue para novos exames, visando avaliar e comparar os resultados
obtidos com a aplicacdo de CTMs. Ainda, foi realizada a analise de eventos adversos, informagdes ob-
tidas com os tutores dos animais por meio de contato telefonico nos dias 1, 15 e 21 ap0s a terapia.

Analise estatistica dos dados

Na andlise estatistica, as variaveis avaliadas foram: creatinina (antes — MO e ap6s a aplicagdo — M1),
grau de vémito e grau de apetite (antes da aplicacdo — MO, primeiro momento apds a aplicacdo — M1 e
segundo momento apds a aplicacdo — M2). O célculo estatistico foi realizado para averiguar diferengas
entre pares ordenadas pelo teste ndo-paramétrico de wilcoxon utilizando o procedimento NPARIWAY
para diferencas entre pares ordenadas do SAS (Cary, North Carolina, v.5.1). Os dados foram transfor-
mados de variaveis qualitativas para numéricas de acordo com a escala de cruzes indicada. Os dados
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referentes & quantificacdo de creatinina ndo foram transformados por se tratar de dados de natureza
numeérica. As espécies do sistema-teste foram avaliadas separadamente.

Resultados

As CTMs foram obtidas de tecido adiposo de animal doador de cada espécie, sendo devidamente
isoladas e caracterizadas previamente a utilizagdo. Apos 24 horas de isolamento, pequenas col6nias de
células aderentes foram espalhadas pelo fundo das garrafas. Apds 2 dias, as células comegaram a crescer
e alongar-se, tornando-se um formato de fuso semelhante aos fibroblastos. O nimero elevado de CTMs
com alta capacidade de adesdo ao plastico foi obtido.

Quando as células atingiram 80% de confluéncia, elas possuiam caracteristicas fenotipicas tipicas de
CTMs e estavam presas ao fundo da garrafa com uma forma fusiforme (Figural). Os resultados da
citometria de fluxo demonstraram que as CTMs expressaram niveis elevados de marcadores de indife-
renciacdo de membrana e alta expressao de fatores de transcri¢do de pluripoténcia.
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Figura 1. Imagem ao microscopio 6tico (400x) das células ade-
ridas a placa de cultivo celular.

A andlise de células vivas, necrdticas, apoptéticas e mortas usando a coloracao de azul de trippan,
demonstrou uma porcentagem de 93% de células caninas vivas e 91% de felinas, 30minutos apds o
descongelamento. Por fim, os resultados expressaram que as CTMs obtidas dos doadores mostraram
consisténcia em seu isolamento, expansdo, alta taxa de proliferacdo, aderéncia ao plastico e
comportamento in vitro, exibindo sua capacidade de diferenciacdo adipogénica, condrogénica e
osteogénica (Figura 2), semelhante ao que j& foi anteriormente descrito (Marx et al., 2015).

) " g R . ~ PR :
Figura 2. Células-tronco mesenquimais induzidas a diferencial
condrogénica (C).

ﬁ : o T =2 v
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Em relacdo aos valores de creatinina sérica, foi observada diminuicao nos valores em todos os felinos
tratados e em 4 dos 5 cées apds a aplicacdo CTMs hal6genas. A frequéncia de vomitos, avaliada pelos
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tutores, passou de “até 2 vezes por semana” antes da aplicacdo de células para “nunca” em 3 gatos e 4
cdes e de “3 a 5 vezes por semana” para “até 2 vezes” por semana em 1 gato. O felino que apresentava
episddios de vomito por “mais de 5 vezes por semana” antes da terapia, passou a apresentar “até 2 vezes
por semana” e depois 0s episddios cessaram e, 0 Unico cdo que tinha vomitos “mais de 5 vezes por
semana” reagiu com a diminuicdo gradativa, para “3 a 5 vezes por semana” e na Ultima avalia¢do, nao
apresentava mais vomitos. Sobre o apetite, foi observado aumento geral, sendo que dos trés felinos que
estavam com apetite “ruim” ao inicio do estudo, um passou a ter apetite “excelente”e dois “bons”. Todos
0s 3 cdes com apetite “ruim”, passaram a ter apetite “excelente”. Dois felinos estavam com apetite
“regular” antes da terapia com CTMs hal6genase, ao final das avaliacdes, apresentavam grau de apetite
“excelente”. Trés cdes estavam com apetite “regular”e recuperaram o apetite, tornando-o “excelente”.
Apenas uma cadela manteve a falta de apetite, classificado como “regular” durante todo o estudo. Esse
resultado de melhora de apetite foi corroborado pela avaliacdo de ganho de peso, que se fez presente em
5 dos 6 cdes avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo dos cées e felinos antes e apos a aplicagéo das CTMs hal6genas

CAES 1 2 3 4 5 6
Creatinina Antes 1.8 25 2.0 2.8 2.0 2.5
Apds 1.1 1.6 2.0 1.6 2.0 0.8
. Antes + + + +++ - +
Vomito Ap6s M1 _ _ _ — _ _
Apds M2 - - - - - -
] Antes + ++ ++ + ++ +
Apetite Apo6s M1 +++ ++++ ++++ ++++ ++ +++
Apbs M2 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ ++++
FELINOS 7 8 9 10 11
Creatinina Antes 25 2.8 2.2 1.9 35
Apds 2.2 2.5 1.9 1.4 3.1
o Antes + ++ + + +++
Vomito Apés M1 _ + - - +
Apods M2 - + - - -
) Antes ++ + ++ + +
Apetite Apos M1 4+ ++ +4++ ++ ++
Apos M2 ++++ +++ ++++ ++++ +++

Vomito: (-) nunca; (+) até 2 vezes por semana; (++) de 3 a 5 vezes por semana; (+++) mais de 5 vezes por semana. Apetite:
(+) ruim; (++) regular; (+++) bom; (++++) excelente.

As andlises estatisticas mostraram que, para a espéecie canina (Figura 3), houve diferenca significativa
entre a avaliacdo realizada antes da aplicacdo de células-tronco mesenquimais haldégenas (MO0) e a
primeira avaliacdo realizada apds a terapia (M1) para a variavel creatinina (P = 0.0238), sendo que a
média desse parametro diminuiu de 2.3 mg/dL para 1.5 mg/dL. Para a variavel grau de apetite, o
aumento foi significativo entre as avaliacdes de antes e depois da terapia (P = 0,0087). Também houve
diferenca entre MO e M2 com a diminuicao na frequéncia de vomitos (P =0,0152) e aumento no grau de
apetite (P =0,0087).
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Figura 3. Média e desvio-padrdo dos valores de creatinina sérica (A) de cédes antes e apos receberem a terapia com células-
tronco mesenquimais haldgenas; grau de apetite de caes (B) e frequéncia de vomito (C) antes (MO0) e apds (M1 e M2)

receberem a terapia com células-tronco mesenquimais haldgenas. *indica diferenca estatistica (P <0.05).
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Jé& para a espécie felina, as variaveis que indicam o aumento de apetite e diminuicdo na frequéncia
de vOmitos apresentaram diferenca significativa para a analise comparativa entre 0 M0 e M1 e entre MO
e M2 (p<0.05) (Figura 4). O valor médio da creatinina sérica nos felinos de presente estudo clinico antes
da terapia com CTMs haldgenas foi de 2.6mg/dL e, ap6s o tratamento, passou para 2.2 mg/dL.
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Figura 4. Média e desvio-padrdo dos valores de creatinina sérica (A) dos felinos antes e apds receberem a terapia com células-
tronco mesenquimais haldgenas; grau de apetite dos felinos (B) e frequéncia de vomito (C) antes (MO) e ap6s (M1 e

M2) receberem a terapia com células-tronco mesenquimais halégenas. *indica diferenca estatistica (p<0.05).

Dos 11 animais que receberam aplicagdes de células-tronco mesenquimais, apenas 1 cdo apresentou
leve apatia no dia seguinte a aplicacdo, de acordo com informacGes fornecidas pelo tutor. Ndo houve
intercorréncia durante as aplicacdes.

Discussao

Neste estudo, conduzimos experimentos em que CTMs haldgenas derivadas de tecido adiposo foram
transplantadas por via endovenosa para cées e gatos com diagnostico de doenga renal cronica. A relagéo
entre a DRC e 0 aumento da apoptose, danos celulares e rea¢des inflamatorias ja foram bem definidas
por estudos experimentais e estudos clinicos (Huang et al., 2015; Lee et al., 2010; Lin et al., 2016). Em
nosso estudo, ndo foi possivel realizar essa avaliacdo de forma tdo detalhada, visto que os pacientes
eram cées e gatos atendidos em clinicas, portanto, ndo foi possivel realizar qualquer tipo de intervengéo
invasiva para avaliagOes renais histolégicas, celulares ou moleculares. Porém, acredita-se que a acéo das
CTMs nos pacientes do nosso estudo tenha se dado pelos efeitos paracrinos de combate a inflamacéo
local, diminuicéo da taxa de apoptose e promogéo da imunomodulag&o, protecdo da arquitetura e funcéo
renal restante, conforme previamente citado (Chen et al., 2017; Oliveira-Sales et al., 2013).

Perico et al. (2018), em extensa revisao bibliografica acerca da utilizacéo de terapia celular em do-
entes renais cronicos, citam que os efeitos benéficos da aplica¢do de células-tronco no organismo afe-
tado pela doenca renal crénica sdo resultantes das complexas agdes relacionadas & imunomodulacéo,
efeitos anti-inflamatorios e pro-regenerativos das células-tronco. As CTMs modulam tanto o sistema
imune inato quanto adaptativo, prevenindo a ativacédo e proliferacdo dos linfécitos, estimulando a ma-
turacdo de células dendriticas, bem como a reprogramagéo de mondcitos e macrofagos para passarem
do estado pro-inflamatorio para anti-inflamatorio (Perico et al., 2013). Uma opgéo para transpor uma
avaliacdo detalhada conforme descrito pelo autor para a clinica seria a dosagem de citocinas séricas, que
podem, parcialmente, sugerir o estado do sistema imune ou inflamatorio do individuo. Entretanto, dadas
as circunstancias do presente trabalho, que estudou um grupo heterogéneo de pacientes da clinica, ndo
foi possivel incluir tal analise dentro das avaliagdes.

Ainda, j& foi demonstrado que as citocinas e fatores de crescimento liberados pelas CTMs atuam na
melhora da qualidade de vida do paciente doente renal cronico pela limitacdo da perda de poddcitos e
rarefacdo da capilaridade glomerular, além de atuarem na polarizacdo dos macréfagos, estimulando a
ativacdo de macrofagos M2, os quais possuem atividades anti-inflamatdrias e de reparo tecidual em
detrimento dos M1, com perfil inflamatério (Rota et al., 2018). Assim, todo o sistema imune do paciente
pode ser alterado com a terapia, 0 que pode resultar no que foi observado em nosso estudo: melhor
qualidade de vida para o paciente, com melhor funcionamento renal, melhora no apetite e diminuicéo

PUBVET DOI 10.31533/pubvet.v14n11a700.1-8



Terapia com células-tronco mesenquimais em doenca renal crénica 7

na frequéncia de vomitos. Aliado a essa influéncia no sistema imune, Saad et al. (2017) observaram que
as CTMs provocaram a diminuicdo da apoptose e do estresse oxidativo das células tubulares, bem como
aumentaram a angiogénese, com consequente melhora no suprimento vascular e diminuicéo da fibrose.
Esse resultado pode ser extrapolado para 0 nosso estudo, o qual sugere que houve a manutengéo das
taxas de creatinina sérica, bem como a melhora de apetite e diminuicdo de vomitos nos pacientes avali-
ados.

Os resultados do presente trabalho trazem a perspectiva para novos estudos, mais controlados, com
grupos mais heterogéneos e incluindo maior nimero de analises, inclusive mais precisas e objetivas,
visto que a doenca renal cronica é considerada irreversivel (Chen et al., 2017) e a aplicacdo de CTMs
hal6genas parece ser uma alternativa inicialmente segura, conforme demonstrado pelo nosso e por ou-
tros trabalhos (Quimby et al., 2013; Sierra-Parraga et al., 2017). Nosso estudo foi realizado de acordo
com a rotina da clinica, ndo sendo possivel normalizar o grupo estudado. Ainda, alguns critérios de
avaliacdo foram subjetivos, de acordo com a percep¢do dos tutores, que pode ser deturpada (tanto
positiva quanto negativamente), por ndo ser objetiva.

Consideragdes finais

O presente estudo avaliou a resposta de pacientes doentes renais crénicos a aplicagdo de células-
tronco mesenquimais halégenas. De forma geral os pacientes apresentaram melhora ou estabilizacdo da
doenca durante o periodo em que foram avaliados. De acordo com a percepcdo dos tutores em relagdo
a frequéncia de vomitos e ao grau de apetite, houve melhora. Assim, podemos considerar que, de acordo
com os dados avaliados, a terapia mostrou-se segura, Visto que apenas um entre 0S onze pacientes,
apresentou apatia no dia seguinte da aplicacdo. Novos estudos devem ser realizados, com acompanha-
mento por maior espaco de tempo a fim de estabelecer a melhor concentragéo de células e o nimero
ideal de aplicacOes para estabilizacdo dos pacientes portadores de DRC.
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