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APRESENTAÇÃO

Novas tecnologias estão sendo inseridas todos os dias nas diversas profissões, e 
na medicina veterinária não é diferente, estudantes e profissionais já experientes estão 
tento que se adequar aos novos tempos, onde a pesquisa realizada pelas universidades e 
outros centros de pesquisa voltado para medicina veterinária, desenvolve novas técnicas 
de abordagem aos problemas que sempre existiram, técnicas essas que visam melhorar o 
tratamento de enfermidades com métodos menos invasivos e mais eficazes no prognósticos 
dos pacientes.

No entanto o domínio de novas técnicas requer mais especialização dos médicos 
veterinários, um bom exemplo é a acupuntura que vem garantindo cada vez mais espaço 
dentro da Medicina veterinária, voltada principalmente para o tratamento de traumas 
musculares, com o objetivo de minimizar as dores e o sofrimento do animal até sua total 
recuperação.

Nesse contexto é mais fácil observar a importância do emprego de novas técnicas 
de abordagem na área clínica, esse capitulo trás dezesseis trabalhos abordando o emprego 
e a pesquisa de novas técnicas de tratamento das mais diversas patologias na qual os 
animais são acometidos, fazendo com que profissionais já estabelecidos no mercado de 
trabalho busquem atualizações e fazendo com que novos médicos saiam da academia 
cada vez mais especializados. 

Alécio Matos Pereira
Danrley Martins Bandeira

Cledson Gomes de Sá
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RESUMO: A hipoplasia de medula óssea é 
uma enfermidade que afeta cães e gatos, 
caracterizada pela não produção suficiente 
de uma (citopenia) ou todas (pancitopenia) 
as linhagens das células do sangue. Essa 
enfermidade é causada por danos na medula 
óssea, prejudicando a produção das células 
sanguíneas. O prognóstico é desfavorável na 
maioria dos casos, com o tratamento sendo 
limitado a combater a sua causa, utilizando 
fatores de crescimento hematopoiético, 
tratamento de suporte (transfusões de sangue) 
e a terapia imunossupressora (anti-inflamatórios 
esteroidais). As células-tronco mesenquimais 
(CTM) atuam através da secreção dos seus 
fatores parácrinos (citocinas e fatores de 
crescimento) diminuindo a inflamação, a 

apoptose, estimulando a multiplicação celular, 
estimulando a angiogênese e regulação do 
sistema imune. O objetivo do trabalho foi avaliar 
a terapia celular com CTM halógenas em 
animais com hipoplasia de medula óssea. Para o 
presente estudo, foram selecionados 6 cães para 
serem submetidos ao tratamento para hipoplasia 
medular com CTM. Os animais selecionados 
apresentaram diagnostico de hipoplasia, não eram 
responsivos ao tratamento imunossupressor e 
não apresentavam outras comorbidades.  Dentre 
os animais selecionados as causas da hipoplasia 
eram de origem: infecciosas, medicamentosa 
e imunomediada. O protocolo realizado foi de 
3 aplicações de CTM endovenosa, através de 
fluidoterapia. Foram realizados o hemograma 
de todos os animais entre cada aplicação, que 
comprovou a resposta positiva da medula óssea 
ao tratamento com a elevação dos parâmetros 
hematológicos avaliados. Foi concluído que o 
tratamento com CTM auxiliou na recuperação 
da medula óssea em animais com hipoplasia de 
medula óssea.
PALAVRAS-CHAVE: Aplasia de medula, 
Pancitopenia, Terapia celular.

CELL THERAPY WITH MESENQUIMAL 
STEM CELLS IN ANIMALS WITH BONE 

MARROW HYPOPLASIA
ABSTRACT: Bone marrow hypoplasia is a 
disease that affects dogs and cats, characterized 
by the insufficient production of one (cytopenia) 
or all (pancytopenia) blood cell lines. This 
disease is caused by damage to the bone 
marrow, impairing the production of blood cells. 
The prognosis is unfavorable in most cases, with 
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treatment being limited to fighting its cause, using hematopoietic growth factors, support 
treatment (blood transfusions) and immunosuppressive therapy (steroidal anti-inflammatory 
drugs). Mesenchymal stem cells (MSC) act by secreting their paracrine factors (cytokines and 
growth factors), decreasing inflammation, apoptosis, stimulating cell multiplication, stimulating 
angiogenesis and regulation of the immune system. The aim of the study was to evaluate cell 
therapy with halogenous MSC in animals with bone marrow hypoplasia. For the present study, 
6 dogs were selected to undergo treatment for spinal hypoplasia with MSC. The selected 
animals had a diagnosis of hypoplasia, were not responsive to immunosuppressive treatment 
and had no other comorbidities. Among the animals selected, the causes of hypoplasia 
were of origin: infectious, medication and immune-mediated. The protocol performed was 
3 applications of intravenous MSC, fluid therapy pathway. The blood count of all animals 
was performed between each application, which proved the positive response of the bone 
marrow to the treatment with the increase of the hematological parameters evaluated. It was 
concluded that treatment with MSC helped in the recovery of bone marrow in animals with 
bone marrow hypoplasia.
KEYWORDS: Marrow aplasia, Pancytopenia, Cell Therapy.

 

1 |  INTRODUÇÃO 
A hematopoiese é a produção de células sanguíneas constantemente pelas células-

tronco hematopoiéticas e células progenitoras na medula óssea, dependente do meio 
em que as células estão (nicho hematopoiético) e as interações entre as células. Essa 
produção envolve vários processos como multiplicação, diferenciação e maturação das 
células sanguíneas; auto renovação e reparação das células da medula. Os processos 
são regulados por fatores intrínsecos e extrínsecos (citocinas inflamatórias) e mecanismos 
regulatórios (CXCL12) que alteram o nicho hematopoiético influenciando na produção das 
células do sangue (AQMASHEH et al., 2017).

A hipoplasia de medula óssea é uma enfermidade que afeta cães e gatos, 
caracterizada pela baixa produção de uma ou todas as linhagens das células sanguíneas 
pela medula óssea. No caso do acometimento de apenas uma linhagem celular, chamada 
citopenia, podemos ter as anemias (eritrócitos), trombocitopenia (plaquetas) ou leucopenia 
(células brancas). Quando o acometimento é de todos os tipos celulares produzidos pela 
medula óssea, ocorre a pancitopenia. Pode ser classificada em aguda ou crônica, de 
acordo com a sua evolução (MORAES; TAKAHIRA, 2010).

A hipoplasia pode acontecer pela destruição das células-tronco hematopoiéticas ou 
das células progenitoras, mutação genética, desregularização das citocinas hematopoiéticas 
ou alterações no estroma; causada por medicamentos (drogas mielotóxicas) (HARCHEK; 
ROUSSEAUX; WALLIG, 2010), toxinas, radiação, agentes infecciosos (babesia, ehrlichia 
ou leishmaniose) (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016), imunomediada ou idiopática. Esses 
fatores provocam danos na medula óssea, danificando as linhagens das células sanguíneas 
resultando na sua baixa produção (COSTA et al., 2019).
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A suspeita de hipoplasia acontece quando são descartados outros possíveis 
diagnósticos para as alterações hematológicas no animal. O prognóstico da maioria dos 
casos de hipoplasia medular é desfavorável, visto que o tratamento é limitado a tratar 
a causa, ao uso de anti-inflamatórios esteroidais (em dose imunossupressoras), ao 
tratamento de suporte e às transfusões sanguíneas (LUCIDI; MARCELO, 2015). Entretanto, 
novas opções terapêuticas vêm sendo avaliadas, como a terapia com células-tronco 
mesenquimais (CTM).

As CTM podem ser obtidas a partir de diversos tecidos, entre eles o adiposo, polpa 
dentária ou a medula óssea. Essas células apresentam a capacidade de serem multipotentes, 
podem se multiplicar e diferenciar em várias linhagens de tecidos mesenquimais (como os 
condrócitos, osteoblastos e adipócitos) (NAUTA; FIBBE, 2007). As CTM são atraídas pelo 
processo inflamatório, onde há uma grande concentração de citocinas pró-inflamatórias e 
células em apoptose e geram uma resposta a esse microambiente em que estão. A resposta 
das CTM é a produção de fatores parácrinos (fatores de crescimento e citocinas anti-
inflamatórias), causando a diminuição da inflamação, modulação da resposta imunológica, 
estimulação da angiogênese, aumento da taxa de multiplicação celular, diminuição da 
apoptose e auxiliar as células danificadas a se recuperar (SPEES; LEE; GREGORY, 2016).

Considerando o mecanismo de ação das CTM, alguns trabalhos relatam efeitos 
positivos no tratamento da hipoplasia de medula óssea (NOLTA et al., 2002; NAKAO et 
al., 2010; PANG et al., 2017). Entretanto o número de informações ainda é muito escasso 
na literatura. O objetivo do trabalho foi avaliar a terapia celular com células-tronco 
mesenquimais halógenas em animais com hipoplasia de medula óssea. 

2 |  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  
O tratamento da medula danificada consiste na eliminação do fator que está 

causando o dano na medula óssea, com o objetivo inicial de reverter a deficiente produção 
das células sanguíneas. Nos casos de leucopenia, onde ocorrem as infecções oportunistas, 
são utilizadas antimicrobianos para combater os agentes infecciosos. Quando a causa é 
a administração de medicação de substâncias mielotóxicas a suspensão da medicação é 
suficiente para a recuperação do animal em aproximadamente 1 ou 2 semanas (KEARNS; 
EWING, 2006; COSTA et al, 2019). 

Segundo Lucidi e Marcelo (2015) a administração de fatores de crescimento 
hematopoiéticos recombinantes (eritropoietina, trombopoietina, fator estimulantes de 
granulócitos) para o tratamento de citopenias, tem como o objetivo de estimular a medula 
óssea a produzir as células do sangue, mas não influencia na causa do dano e podem 
gerar resposta imune por parte do animal, produzindo leucócitos contra o os fatores de 
crescimento, podendo agravar o dano à medula óssea.

Dentre as causas de hipoplasia medular, podem-se citar as doenças autoimunes e 
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os agentes infecciosos, os quais causam uma supressão da medula óssea pela produção 
de citocinas pró-inflamatórias pelos linfócitos T, Interferon-gama (IFN-γ) e o fator de 
necrose tumoral- α (TNF-α), que possuem a capacidade de causar danos à medula óssea, 
interferindo na produção das células sanguíneas (GRIMES; FRY, 2015). Segundo Sun 
e colaboradores (2018) a superprodução de IFN- γ e TNF- α causam danos à medula, 
inibindo a proliferação de células progenitoras e estimulando a expressão de Fas ligante 
(induzindo a apoptose das células). 

A terapia imunossupressora com anti-inflamatórios esteroidais, como a prednisona, 
inibe a produção de mediadores inflamatórios produzidos pelos linfócitos T, auxiliando 
na hematopoiese (BAGBY et al, 1979). Mas em casos de animais resistentes, a 
prednisona pode ser associada a outros medicamentos imunossupressores (ciclosporina) 
(LUCIDI; MARCELO, 2015).

Segundo Shin, Lee e Lee (2014) a terapia celular com CTM é uma opção em 
casos quando não há resposta com o tratamento com terapia imunossupressora. Pang 
e colaboradores (2017) realizaram um estudo multicêntrico de fase II, não comparativo, 
utilizando CTM derivadas de medula óssea halogênica em seres humanos com anemia 
aplásica, sem resposta à terapia imunossupressora. Houve o auxílio na recuperação da 
medula óssea e dos parâmetros hematológicos dos pacientes após um ano da realização 
do tratamento com CTM. Nolta e colaboradores (2002) relatam recuperação da medula 
e diminuição de linfócitos T. Já Nakao e colaboradores (2010) associaram a melhor 
recuperação da medula óssea com a maior secreção da quimocina CXCL12 em decorrência 
da terapia com CTM provenientes de tecido adiposo.

3 |  MÉTODO
A realização desse trabalho foi aprovada pela COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS DO UniCEUB (CEUA/UniCEUB), em reunião de 07/12/18 sob o protocolo No: 
024/2018.

As CTM foram isoladas e cultivadas a partir de tecido adiposo de um cão doador 
sadio. Para a coleta do tecido adiposo, o doador foi anestesiado, uma incisão foi feita na 
região lombar e aproximadamente 20 g de tecido adiposo foram coletados da base da 
cauda. O tecido adiposo foi lavado em solução salina de fosfato para remover resíduos 
celulares e sanguíneos, cortado em pequenos pedaços e, depois, exposto à hialuronidase, 
para passar por uma digestão enzimática. Depois disso, as células passaram por um 
processo de filtração para iniciar uma seleção das CTM. Posteriormente, as células foram 
colocadas em frascos de cultura com meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), e 
foram incubadas a 37,5ºC e 5% de CO2. Após 24h, o meio foi descartado com as células 
não aderentes e o meio de cultura fresco foi adicionado aos frascos. O meio foi trocado a 
cada 3 dias, até as células atingirem 80% de confluência, quando foi realizada tripsinização 
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para retirar as células das garrafas, contagem na câmara de neubauer e envase em 
palhetas (1x106 células / palheta) para congelamento com DMSO e soro fetal bovino no 
nitrogênio líquido. Cinco palhetas (5x106 células) foram descongeladas para caracterização 
das CTMs.

A caracterização das CTM foi realizada de acordo com a International Society for 
Cell Therapy. As CTM devem ser possuir certas propriedades específicas: serem aderentes 
ao plástico, expressar marcadores de superfície específicos e capaz de se diferenciar em 
outros tipos de tecido; analisados por citometria de fluxo no Amnis® Imaging Flow Cytometer. 
As CTM devem apresentar 95% dos receptores de superfície: CD73, CD90 e CD105 e os 
fatores de transcrição intranuclear: OCT3.4 e SOX-2; não expressando menos de 2% dos 
receptores: CD14 ou CD11b, CD19, CD34, CD45, CD79 e MHC classe II. Também devem 
ser capazes de diferenciar em osteoblastos, adipócitos e condrócitos in vitro.

O meio de cultura das células (DMEM) foram analisados por reação em cadeia 
da polimerase (PCR), em busca de contaminantes ou patógenos (fungos, micoplasma e 
bactérias). Foi realizado a viabilidade das CTM após o descongelamento, por meio da 
citometria de fluxo.  

Os animais foram encaminhados para a Bio Cell Terapia Celular para realizar o 
tratamento com CTM para hipoplasia medular. Foram selecionados 6 cães, machos e 
fêmeas, de raças e idades diferentes, com confirmação de hipoplasia medular e resistentes 
ao tratamento imunossupressor com anti-inflamatório esteroidal (2mg/quilograma, duas 
vezes ao dia, por 10 dias). A confirmação da hipoplasia foi realizada por meio da avaliação 
clínica combinada a exames hematológicos e mielograma, não apresentando qualquer 
célula neoplásica.  A causa primária da hipoplasia nos animais foi: 4 de origem infecciosa, 1 
autoimune e 1 medicamentosa. As aplicações de CTM foram realizadas após a confirmação 
da doença, a descoberta da sua causa. 

Para a aplicação das CTM halógenas foram utilizadas as palhetas produzidas pelo 
laboratório e congeladas com nitrogênio líquido. As CTM foram descongeladas e lavadas 
utilizando meio de lavagem e suspensas em meio de transporte, produzidos pelo laboratório. 
A quantidade de células aplicadas foi personalizada para cada animal, de acordo com 
o peso e gravidade de cada caso. O protocolo utilizado para cada tratamento foi de 3 
aplicações de CTM, com 1 a 2x106 células por quilograma de peso por meio de soroterapia 
endovenosa, com intervalo de 21 dias entre cada aplicação. Antes do tratamento os tutores 
dos animais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para a terapia com 
CTM, autorizando a publicação dos resultados obtidos pelo tratamento. 

Foi realizado nos dias 1 e 15 após cada aplicação o contato com os tutores por 
telefone para verificar se houve qualquer reação adversa (febre, apatia e falta de apetite) 
com o animal. E 21 dias após cada aplicação foi coletado o sangue dos animais para a 
realização do hemograma completo, para avaliar a resposta do animal ao tratamento de 
CTM. Todos os dados colhidos foram arquivados no prontuário de cada animal.
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Os exames foram tabulados e divididos em 4 fases de acordo com o número das 
aplicações: fase 0 (antes do tratamento), fase 1 (coletado com 21 dias após a 1ª aplicação), 
fase 2 (coletado com 21 dias após a 2ª aplicação), fase 3 (coletado com 21 dias após a 3ª 
aplicação).

Em um dos animais (F) foi possível realizar o mielograma após o tratamento para a 
comparação da resposta da medula óssea com a análise anterior ao tratamento.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Após o tratamento com CTM, os 6 animais acometidos pela hipoplasia apresentaram 

uma melhora clínica e melhora nos parâmetros hematológicos avaliados (tabela 1), e 
5 animais ainda apresentam um ou mais parâmetros hematológicos abaixo do valor de 
referência, mas passaram a viver normalmente sem a necessidade de transfusão de 
sangue ou uso de medicação; com exceção do animal F que ainda necessita realizar as 
transfusões.

O animal A apresentou melhora nos parâmetros das hemácias, mas as plaquetas 
ainda continuaram abaixo do valor de referência. O animal B apresentou melhora na 
quantidade de leucócitos e plaquetas, porém, ainda se mantiveram abaixo dos valores de 
referência. O animal C apresentou aumento na quantidade das plaquetas, estabilizando 
após o tratamento acima dos valores de referência. O animal D ainda apresentava 
pancitopenia após o tratamento, porém, com aumento dos parâmetros próximo do valor 
de referência. O animal E também apresentou melhora da pancitopenia estabilizando 
dentro do valor de referência, com exceção dos leucócitos. O animal F necessitou realizar 
semanalmente transfusões de sangue para se manter estável, não tornando a avaliação 
dos exames de sangue confiáveis. Sendo utilizado para avaliação da resposta do animal 
ao tratamento o aumento do intervalo das transfusões, antes semanais para a cada três 
semanas, e a resposta positiva da medula na comparação do mielograma antes e após o 
tratamento (imagem 1).

Imagem 1: Mielograma antes (A) e após (B) o tratamento.
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Na imagem 1 A: a medula apresentava hiperplasia mielóide discreta, hipoplasia 
eritróide severa e não sendo possível avaliar a linhagem megacariocítica. B: a medula 
apresentava as linhagens mielóide e megacariocítica normais, e hipoplasia discreta da 
linhagem eritróide.

A terapia com as CTM tem a capacidade de apoiar a hematopoese pela secreção 
dos seus fatores parácrinos (fatores de crescimento e citocinas anti-inflamatórias), os 
quais tem função de inibir a apoptose, a produção de citocinas pró-inflamatórias, estimular 
a proliferação, auto renovação, diferenciação, migração e proteção das células-tronco 
hematopoiéticas. Visto que as CTM possuem propriedades imunomoduladoras, inibem a 
multiplicação e ativação dos leucócitos (linfócitos T e macrófagos), elas conseguem inibir 
a produção de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ e TNF-α) e estimulam a produção de anti-
inflamatórias (AQMASHEH et al., 2017; NAUTA; FIBBE, 2007), assim o uso de CTM diminui 
o dano causado pelas citocinas pró-inflamatórias e auxilia na recuperação da medula.

NAKAO e colaboradores (2010) relatam que CTM oriundas de tecido adiposo são 
melhores que as da medula óssea para reconstituição do tecido hematopoiético, por 
secretarem em maior quantidade a CXCL12. A CXCL12 é uma quimiocina abundante na 
medula óssea necessária para regular o desenvolvimento, a liberação, deslocamento e 
proteção de várias linhagens de células do sistema imune e células-tronco hematopoiéticas 
(GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014). Segundo ZHANG e colaboradores (2016) a CXCL12 
aumenta o potencial de reconstituição do tecido hematopoiético e atua na proteção contra 
estresse oxidativo (o qual aumenta a apoptose de células, levando à exaustão da célula 
hematopoiética), sendo uma quimiocina de muita importância por afetar positivamente o 
meio extracelular da medula óssea e a própria célula-tronco hematopoiética.

Tabela 1: Hemogramas completos antes, durante e após o tratamento com CTM.
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5 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
O presente estudo demonstrou que o tratamento com células-tronco mesenquimais 

oriundas de tecido adiposo auxiliou na recuperação da medula óssea dos seis animais 
avaliados em decorrência do aumento da produção de células do sangue circulante, 
observado nos exames de sangue. Dessa forma, essa terapia mostra grande potencial 
para tratamento de hipoplasias de medula, desde que seja realizada uma correta triagem e 
acompanhamento dos pacientes para se obter bons resultados. 
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