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Resumo

O quadro de anemia resulta de uma doenga primadria, responsavel pela destruicao de hemécias; perda de
sangue decorrente de hemorragia; menor producdo de hemacias ou a associacao de alguns desses eventos.
Um cao fémea, da raca Pequinés com 4 anos de idade foi atendida no Hospital Veterinario Dr. Hato, (Sao
Bernardo do Campo/SP), apresentando quadro de anemia hipoproliferativa ndo regenerativa, a paciente foi
tratada com os protocolos convencionais para o quadro, sem apresentar melhora significativa ao tratamento.
Devido a resposta insatisfatdria obtida com os tratamentos convencionais, optou-se por realizar o tratamento
com terapia celular. A paciente recebeu 5 aplicacdes de células-tronco provenientes da polpa de dente canina.
Os resultados com o tratamento com células-tronco demonstraram resposta medular, com elevacao da por-
centagem do hematdcrito até a estabilidade total da medula. Nesse sentido, este estudo demonstra que em
casos de anemias ndo regenerativas com reducado da atividade medular, a terapia com células-tronco aliada

ao tratamento convencional é essencial para a cura, bem como, a melhora na qualidade de vida do animal.

Palavras-chave: células-tronco, polpa dentdria, anemia ndo regenerativa, hipoproliferacdo medular,

regeneragao, cachorro.

Abstract

The anemia results from a primary disease responsible for the destruction of red blood cells, blood loss due
to bleeding, decreased production of red blood cells or a combination of some of these events. A dog-female
Pekingese breed with 4 year old received conventional treatment indicative of nonregenerative anemia at the
Veterinary Hospital Dr. Hato (Sao Bernardo do Campo/ SP). After two years, started treatment with cell the-
rapy through 5 applications of stem cells from canine dental pulp. The results of the treatment with stem cells
showed elevated hematocrit percentage to the overall stability of the bone. Thus, this study demonstrates that
in cases of nonregenerative anemia by erythroid hypoplasia series, stem cells therapy combined with conven-

tional treatment is essential for the healing, as well as, improving the quality of life of the animal.

Keywords: Stem cell, dental pulp, nonregenerative anemia hypoplasic medular, regeneration, dogs.
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Introducdo e Revisdo de Literatura

A nemia é a diminui¢ao da quantidade de hema-
cias, resultando em uma menor oxigenagao tecidual.
A massa de hemécias é determinada pela mediacao
de volume globular (VG), do teor de hemoglobina no
sangue ou da contagem de hemécias (1). A anemia é
resultante de uma doenga primaria, responsavel pela
destruicao de hemdcias ou hemolise, perda de sangue
decorrente de processos hemorragicos, menor produ-
¢ao de hemécias ou pela associagdo de alguns desses
eventos (1,2,3). Os sinais clinicos geralmente estdo as-
sociados a menor oxigenacao dos tecidos. Como con-
sequéncia, nota-se palidez de membranas mucosas,
letargia, menor tolerdncia ao exercicio, aumento da
freqtiéncia respiratéria ou dispnéia, aumento da fre-
quéncia cardiaca e sopros induzidos pela maior tur-
buléncia do sangue. Caso o animal tenha uma doenga
sistémica primaria, serd possivel notar sinais clinicos
inespecificos como perda de peso, anorexia, febre e
linfoadenopatia (2,3,4).

A anemia é classificada como regenerativa ou nao
regenerativa, com base na quantidade de hemacias
imaturas presentes na corrente sanguinea. A libera-
¢do de hemdcias imaturas é uma resposta normal da
medula em decorréncia da maior sintese de eritro-
poetina, principalmente pelo tecido renal, induzida
pela hipoxia (2,3). Os animais com anemia nao re-
generativa apresentam lessoes que podem ser rever-
siveis ou irreversiveis, as quais correspondem uma
anomalia intrinseca no comportamento proliferativo
e/ou no controle da participacdo das células-tronco
na hematopoiese. As manifestacdes das lesdes va-
riam de displasia, a auséncia da producao de células
(anemia aplasica) até a proliferacdo neoplasica des-
controlada. Sendo uma lesdo reversivel nao evolui
para neoplasia (2,3).

Os pacientes com anemias nao regenerativas ne-
cessitam de tratamentos mais agressivos do que os
pacientes com anemias regenerativas (4). A transfu-
sao de sangue total é utilizada para a recuperagao
da capacidade de transporte de oxigénio em casos
de anemias graves por perda aguda de sangue
(7). Entretanto, em cdes, a meia vida das hemacias
transfundidas é de aproximadamente 21 dias, o que
predispde, nestes casos, a realizacdo de transfusoes,
podendo acarretar reacdes de aglutinagdo das he-
macias e severos danos ao organismo (8). Sendo as-
sim, outras fontes de tratamento para a hipoplasia
medular podem ser consideradas, sendo uma deles
a utilizacdo da terapia celular com células-tronco.
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Nos altimos anos, foi demonstrado que células-
tronco, definidas como células indiferenciadas, po-
dem ser obtidas a partir de varios tecidos que cons-
tituem o individuo adulto, tais como: medula 6ssea,
polpa dentaria, tecido adiposo, pele, pancreas, figa-
do, musculo, coragdo e pulmao (9-18).

Historicamente as células-tronco tém sido estuda-
das tanto quanto a sua capacidade de se multiplica-
rem por longos periodos como ao seu potencial, me-
diante estimulos especificos, de originar diferentes
tipos celulares durante a embriologia e a organogé-
nese. Estudos demonstram que quando reintroduzi-
das no organismo, as células-tronco podem adquirir
a morfologia e funcionalidade das células danifica-
das resultando na regeneragdo do tecido lesionado
(19). Estas caracteristicas singulares despertaram
grande interesse por parte da comunidade cientifica
devido a sua possivel exploracao clinica, no reparo e
substituicdo de 6rgaos lesionados (20).

Embora as células-tronco sejam basicamente divi-
didas em dois grupos: Células-tronco embriondrias
(CTE) originadas da massa celular interna do blasto-
cisto (21,22) e células-tronco adultas (CTA) (23) sendo
estas subdividias em dois tipos celulares denomina-
dos de células-tronco hematopoiéticas (CTH) e célu-
las- tronco mesenquimais (CTM). Existe ainda um ter-
ceiro grupo, considerado intermedidrio entre as CTE e
as CTA, denominado de células-tronco adultas multi-
potentes (CTAM). Embora sejam encontradas na fase
adulta, as CTAM apresentam um perfil de expressao
semelhante aquele observado nas CTE, principalmen-
te devido a sua capacidade de se diferenciar para mul-
tiplos tipos celulares funcionais, tanto in vitro como in
vivo (24).

Ap6s andlise minuciosa das caracteristicas das
diferentes fontes de células-tronco e para minimizar
0s possiveis efeitos adversos, neste estudo, optou-
-se pela utilizagdo das células-tronco imaturas de
polpa dentaria canina (CTIPDCs) como fonte para a
terapia no tratamento da aplasia medular (25). Este
é o primeiro relato de caso acerca do uso de células-
tronco no tratamento de aplasia mieléide em caes.

Proposicao

O objetivo deste trabalho é demonstrar a eficacia
da terapia celular com células-tronco derivadas da
popa dentaria, no tratamento da anemia nao rege-
nerativa hipoproliferativa, e na melhora da qualida-
de de vida ao animal.
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Relato de caso

Um cdo, fémea, da raca Pequinés com 4 anos
de idade foi encaminhado ao Hospital Veteri-
nario Dr. Hato - Sao Bernardo do Campo/SP,
com histérico de apatia e auséncia de ciclo estral
(animal inteiro).

Ao exame clinico foi observado apatia inten-
sa é, mucosas hipocoradas. Auséncia de dor a
palpacao, auséncia de massas abdominais pal-
paveis, ausculta cardiopulmonar sem altera-
coes, linfonodos de tamanho e consisténcia nor-
mais, hidratagdo normal. Durante a anamnese,
o proprietario referia hiporexia, normoquesia,
normodipsia e urina sem alteragdes. Vacinas,
vermifugacoes e controle de ectoparasitas atua-
lizadas e demais animais contactantes sem alte-
ragdes, apresentando-se normais.

O acompanhamento subsequente do animal
demonstrou uma baixa contagem de reticulécitos
para a recuperagao dos valores eritréides, bem
como hemacias normociticas e normocrémicas
caracteristicas de processos anémicos nao rege-
nerativos, havendo ainda queda progressiva do
hematoécrito durante o periodo de acompanha-
mento. O primeiro exame laboratorial revelou o
hematoécrito de 4%, sendo os valores de referéncia
de 40 a 53%. Solicitou-se exames complementa-
res de: ultrassom, fungao renal, funcao hepatica,
sorologia de Erlichia, Babesia e Borreliose. Os
resultados ndo apresentaram alteragdes nestes
exames. Realizou-se contagens de reticulécitos
e mielograma, no qual foi comprovado quadro
anémico nao regenerativo e mediante estes resul-
tados o animal foi diagnosticado com anemia nao
regenerativa hipoproliferativa.

Em marco de 2007, iniciou-se terapia conven-
cional e transfusdo sanguinea com sangue total.
Exames hematologicos demonstraram que o va-
lor de hematdcrito oscilava na manutencao de ni-
veis aceitaveis em periodos de que variavam de 7
a 53 dias (Figura 1). Conhecendo-se os riscos que
a realizacdo de transfusdes de sangue seguidas
podem provocar em um animal (reagdes hemoli-
ticas, reacoes febris, reacdes alérgicas, sobrecarga
circulatéria, hipotermias, distarbios eletroliticos,
entre outros) optou-se pelo inicio da terapia com
células tronco-imaturas de polpa dentéria canina
(CTIDPCs), oriundas do banco de células-tronco
da empresa CELLTROVET.

e Animais de Estimagao 2014;12(40); 1-637.
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Figura 1 - Observamos a descrigdo dos periodos de dias entre as
transfusdes assim como os valores de hematdcrito (%) nos dias
em que o animal foi transfundido.
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Durante todo o periodo de tratamento foram
efetuados exames hematolodgicos, desde a queixa
até o final da terapia com média de intervalo entre
exames de 15 dias; este procedimento foi necessario
para controle dos valores hematolégicos e a organi-
zacao dos intervalos de infusdo celular.

As injecOes celulares foram estabelecidas con-
forme o hematdcrito do animal comecava a apre-
sentar quedas significativas. O animal recebeu 5
injecdes de CTIPDCs na concentragao de 4 x 10,
sendo 4 aplicacOes sistémicas através da puncdo
da veia cefélica e 1 aplicacdo intramedular, na qual
o animal foi submetido a anestesia geral inalatéria
com isofluorano (Figuras 2 e 3).

O intervalo entre a 1% e 2% aplicacdo foi de 70
dias, sendo que neste intervalo foi realizada uma
transfusado de sangue total no dia 23/12/2007. En-
tre a 2% e 3* aplicacoes foram 52 dias, tendo sido re-
alizado uma transfusdo no dia 21/02/2008. Entre
a 3% e 4% o intervalo foi de 78 dias e entre a 4 e 5% o
intervalo foi de 67 dias, tendo sido realizada uma
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transfusao no dia 13/06/2008. Os resultados labo-
ratoriais demonstraram que a partir da 5a injegdo o
animal manteve-se livre de transfusodes.

Os exames subsequentes as aplicagdes demons-
traram resposta medular com elevagdo da porcen-
tagem do hematocrito e sua manutencao por longos
periodos. O hematdcrito variou de 14% a 45% e a
contagem de reticulécitos variou entre 1% a 3% nes-
te periodo o que sugere uma discreta regeneracao
celular. A partir de 22/01/2009, iniciou-se a redu-
¢do gradativa das medica¢des convencionais, sus-

pendendo todas as medicagdes apds 6 meses.

O animal hoje estd com 9 anos e faz controle
semestral de hemograma completo, mantendo
valores ainda abaixo do normal. Porém mesmo
com os indices hematolégicos abaixo dos valo-
res de referéncia, o animal apresenta as mucosas
normocoradas, alimentando-se normalmente,
realizando atividades fisicas normais e sempre
em estado de alerta, o que demonstra grandes
mudangas, tanto na parte clinica, como no bem
estar do animal.

DATA DA INFUSAO LOCAL DA INJEGAO VALOR DO HEMATOCRITO EM %
22/11/2007 Veia cefélica 23
01/02/2008 Veia cefalica 27
23/03/2008 Veia cefalica 25
10/06/2008 Veia cefalica 14
17/08/2008 Intramedular 21

Figura 2 - Data da aplicagdo das células CTIPDs e local da injegéo.
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Figura 3 -Grafico representativo da variagdo dos niveis de hematocrito apds o inicio da terapia com células tronco. No gréfico sdo apre-
sentados os valores relativos aos indices de hematdcritos analisados quinzenalmente. Ocorreram cinco aplicaces de células tronco sendo
quatro sistémicas () e uma intramedular (e) e trés transfusdes sanguineas (e).
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Discussdo

O diagnostico de anemia ndo regenerativa hipo-
proliferativa foi baseado nos achados laboratoriais
encontrados nos diversos hemogramas e contagens
de reticuldcitos corrigidos e ficou evidente a ausén-
cia de resposta regenerativa (a resposta medular é
primariamente avaliada pelo aumento da contagem
de retirculécitos) e na interpretacdo do mielograma
que demonstrou aumento da relacdo M:E série eri-
tréide com acentuado retardo(interrupcao) do pro-
cesso de maturacdo, bem como hipocelularidade.
Série granulocitica com maturagdo completa, esca-
lonada e com sincrominsmo. Série megacariocitica
preservada) (2,3,4). Os resultados laboratoriais de-
monstram um quadro de anemia nio regenerativa
com hipoplasia da série eritréide. (2,3). O tratamen-
to foi baseado na utilizacdo de imunossupressores
e complexos vitaminicos e na reposi¢do de massa
eritrocitaria através de transfusdes de sangue total.
Porém a falta de resposta medular mostrou-se nao
responsiva ao tratamento e os riscos provenientes
de vérias transfusdes levaram o clinico a buscar di-
ferentes alternativas de tratamento (7).

A utilizagdo terapéutica das células-tronco na me-
dicina veterinaria vem apresentando resultados pro-
missores. Em animais acometidos por osteoartrites,
aplicacdes intra-articulares de CTA tém resultado
em uma melhoria significativa na claudicacao, dor e
amplitude do movimento (26-28). Estudos relaciona-
dos a utilizacdo de CTA no tratamento de lesodes 6s-
seas e tendineas vém demonstrando uma aceleracdo
no processo de recuperagao do animal (29-31). Resul-
tados promissores tém sido obtidos em cardiopatias
(32), cinomose (33), doenga renal cronica (34,35) e
lesao medular (36). Estes dados abriram a perspecti-
va da utilizacdo das células-tronco no tratamento de
animais acometidos por alteracdes medulares.

E escassa a bibliografia referente a aplasia me-
dular idiopatica em caes e gatos. Ja os estudos rela-
tivos a aplasia medular secundéria podem ser mais
comumente observados, uma vez que estdo presen-
tes em doengas de origem infecciosa, induzidas por
drogas, associadas a toxinas e radiacdo (6,37,38).
Tanto a aplasia primaria como a secundaria, ap6s
tratamento da causa primaria, podem ser tratadas
com a utilizagdo do transplante de células-tronco,
pois o mecanismo de acao das células nao difere de
acordo com a causa primaria da doenga.

Embora os estudos envolvendo a terapia celular
na medicina veterinaria estejam utilizando a medu-
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la 6ssea ou o tecido adiposo como fontes teciduais,
a opgao pela polpa dentéria, em detrimento das de-
mais fontes, se deve as CTIPDs apresentarem um
perfil de expressdo génica, constituido pelos mar-
cadores Oct4, Nanog, Rex-1, SSEA-3 e SEAA-4, se-
melhante ao observado nas células-tronco embrio-
narias (39). Tal fato, sugere uma maior capacidade
organogénica das CTIPDs (40,41).

Devido ao quadro clinico do animal, optou-se
pela utilizacdo de células-tronco alogénicas, em
detrimento das autélogas. Desta forma, eliminou-
-se a necessidade de se anestesiar o animal, objeti-
vando a obtencdo de uma amostra tecidual visando
o isolamento das células-tronco a serem utilizadas.
Tal abordagem resultou em um procedimento tera-
péutico mais rapido uma vez que as células ja se
encontravam no banco de células-tronco da CELL-
TROVET. A utilizagdo alogénica das CTIDPs s6 é
possivel devido a estas células apresentam ativida-
de imunossupressora (42,43).

Estudos demonstraram que as CTIPDs podem
regular a resposta imune, inibindo a maturagao das
células dendriticas, bem como a supressao da proli-
feracdo e funcao dos linfécitos T e B e células natural
killer (42,44). Tal fato se deve as CTIPDs apresenta-
rem uma baixa expressdao do complexo de histocom-
patibilidade classe II (MHC-II) e co-estimulagdao de
moléculas em sua superficie celular, necessarias para
a ativacao de célula T, tornando-as invisiveis para o
sistema imunologico (42,44,45). Tais caracteristicas
abriram a perspectiva acerca da viabilidade da apli-
cacdo das CTIPDs alogénicas no procedimento tera-
péutico uma vez que os efeitos imunomoduladores
das CTIPDs tendem a suprimir a fun¢do imunolégi-
ca do animal receptor resultando em seu mecanismo
de tolerancia e consequentemente a nao necessidade
da utilizacdo de drogas imunossupressoras.

Antes do inicio da terapia com células-tronco, o
animal era tratado com suporte terapéutico, como
por exemplo, uso de antibidtico de amplo espec-
tro de forma profilatica pelo baixo nivel de células
brancas e transfusdes de concentrado de hemacias e
plaquetas (5). A andlise dos dados laboratoriais re-
velaram estar o animal acometido por um quadro
de reticulocitose insuficiente para a recuperagao dos
valores eritréides além de hemadcias normociticas e
normocroémicas e de baixos valores de hematdcri-
to (4%) caracteristicas estas de um quadro anémico
ndo regenerativo de aplasia miel6ide.

Com base nos exames hematoldgicos, obtidos
quinzenalmente, foram realizadas 11 transfusdes
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em periodos que variaram entre 7 a 53 dias. Apds
o inicio das aplicacdes das CTIPDCs alogénicas
observou-se um espagamento nos periodos entre
transfusdes os quais variaram entre 52 a 78 dias.
A andlise laboratorial feita ap6s as aplicacoes das
CTIPDCs revelou uma elevacio das taxas de hema-
tocrito assim como as de reticulécitos. Estes dados
sugerem um possivel quadro de recuperagdo do
ambiente hematopoiético o qual é composto tanto
por CTH, responsaveis pela producao das células
sanguineas assim como CTM, responsaveis por dar
origem as diversas linhagens que constituem o es-
troma medular (45-47). Estudos tém sugerido serem
as CTM as responsaveis por promover um ambien-
te adequado assim como regular o processo de he-
matopoiese do nicho celular (45,48-50). Este possui
trés fungdes bésicas responsaveis pelo balanco entre
as células tronco quiescentes e as necessarias para
a manutencdo da estabilidade tecidual do animal:
Primeira, permitir a interacao entre as células-tron-
co e as células diferenciadas, por meio de mecanis-
mos celulares, de forma a regular o processo de re-
generacao tecidual durante o transcorrer da vida do
animal. Segunda, promover um ambiente seguro e
estdvel contra diferenciagdes indesejaveis, apoptose
e outros estimulos que afetem a reserva de células-
tronco. Terceira, controlar a quantidade de células-
tronco no corpo do animal assim como evitar uma
excessiva proliferacdo das células-tronco (51-54).

Em razao do estado clinico do animal optou-se
inicialmente pela utilizagdo da via sistémica, através
da pungdo da veia cefdlica, para aplicacdo das CTI-
PDCs uma vez que esta via se mostra de facil acesso,
menos invasiva e pouco traumaética (55,56). A utiliza-
¢do da via sistémica se deve ao fato de que uma lesao
no organismo leva a uma alteracdo na homeostase,
resultando em uma alteracdo no ambiente celular.
Este emite sinais para as células-tronco presentes no
nicho tecidual as quais secretam fatores tréficos que
sao constituidos de moléculas bioativas (fatores de
crescimento e citocinas), os quais sdo responsaveis
por atrair as CTIPDCs injetadas sistemicamente para
o local injuriado. Onde as CTIPDCs atuam modulan-
do a resposta inflamatdria, angiogénese e mitose das
células envolvidas no processo de reparagao tecidu-
al de forma a restabelecer a homeostase do sistema
(19,57). A aplicacao sistémica das células tronco vem
apresentando resultados promissores em doengas
como cinomose e doenca renal (33-35).

Embora as aplicacdes sistémicas tenham se mos-
trado efetiva, no no que se refere aos periodos entre
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transfusoes as mesmas ainda se mostraram necessa-
rias. Estudos vém demonstrando que a infusao sisté-
mica resulta na retengdo das células transplantadas
em outros 6rgdos. No presente relato, as CTIPDCs
possivelmente migram para outros sistemas, devido
ao quadro debilitado do animal (55).

Desta forma, optou-se pela via de aplicacao di-
reta, intramedular, a qual possibilita uma maior
retencao das CTIPDCs no local da lesao reduzindo
a taxa de retengdo das células transplantadas em
outros 6rgaos (58). A via intrmedular se mostrou
mais efetiva, pois apesar do animal demonstrar,
por meio de exames semestrais, valores hematol6-
gicos abaixo dos de referéncia, ndo foram necessé-
rias mais transfusdes. Tem sido demonstrado que o
sucesso da terapia estd diretamente relacionado a
permanéncia das células transplantadas, no local da
lesao, possibilitando, uma atuagdo mais eficaz (59).
O fato da aplicagdo intramedular ter se mostrado
mais efetiva sugere que o nimero de CTIPDCs que
alcancou a medula pela via sistémica, tenha sido em
quantidade inferior ao necessario para o estabele-
cimento de um quadro de homeostase satisfatoério.

Na medicina veterindria, ha poucos avangos na uti-
lizagao de transplantes medulares visando, o tratamen-
to de aplasias medulares. Este este trabalho é pioneiro
em demonstrar uma nova ferramenta, ndo sé para o
tratamento, como a cura da aplasia medular (60).

Consideracdes Finais

A utilizagdo da terapia celular com células-tronco,
no tratamento de doencas em animais vem ganhan-
do cada vez mais espaco na medicina veterindria. A
capacidade regenerativa dessas células trouxe novas
perspectivas para a comunidade cientifica. Este estudo
demonstrou o potencial e beneficios terapéuticos das
CTIPDs caninas em associagdo a terapia convencional
empregada no tratamento das alteragdes da medula
6ssea (hipoplasia / aplasia).
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