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RESUMO

Muitos estudos tém se desenvolvido a respeito da terapia celular, tanto na
medicina humana quanto na veterinaria. A transdisciplinaridade permite um avango
simultaneo nas pesquisas, ou seja, as descobertas feitas na medicina humana auxiliam na
medicina veterinaria e vice-versa. Os resultados das pesquisas variam conforme o tipo de
célula-tronco escolhida, método de aplicacdo e qual doenca estd sendo estudada. As células-
tronco sao células indiferenciadas, com grande capacidade de autorrenovagdo e possuem a
habilidade de se diferenciar em, ao menos, um tipo celular especifico. As pesquisas com estas
células tém ampliado em virtude do seu potencial de diferenciacdo em diversos tipos
celulares, o que leva a crer que elas possuem um potencial terapéutico interessante. As
celulas-tronco adultas sdo células indiferenciadas no meio de tecidos diferenciados, até a sua
especializacdo e podem ser isoladas de diversos tecidos e 6rgdos. Dessa forma, o objetivo
deste estudo é fazer uma revisao bibliografica de diversos artigos, livros, trabalhos, etc., com
0 intuito de reunir os principais resultados acerca das pesquisas em células-tronco. As
afeccGes musculares de escolha foram as seguintes: problemas cardiacos, distrofia muscular,
lesbes de tenddo. Ja as afeccOes neuroldgicas relatadas foram: lesdes na coluna vertebral,
isquemia cerebral, sindrome do distdrbio cognitivo, cinomose, epilepsia, Parkinson canino e,
por fim, doenca do neurénio motor inferior. Por fim, conclui-se que apesar de alguns avangos
significativos, existem grandes lacunas tedricas e operacionais sobre sua utilizacdo

terapéutica, o que impede seu uso em ampla escala.

Palavras-chave: Células-tronco. Terapia Celular. Afec¢bes musculares. Afecgdes

neuroldgicas.



ABSTRACT

Many studies have been developed regarding cell therapy, both in human and in
veterinary medicine. Transdisciplinarity allows simultaneous progress in research, namely,
the progress in human medicine aids the veterinary medicine and vice versa. Research results
vary according to the type of stem cell chosen, to the method of application and which disease
is being studied. Stem cells are undifferentiated cells with large capacity for self-renewal and
have the ability to differentiate into at least one cell type specific. Researches with these cells
have expanded due to their potential to differentiate into several cell types, which suggests
that they have an interesting therapeutic potential. Adult stem cells are undifferentiated cells
in the middle of differentiated tissues until their specialization, it can be isolated from various
tissues and organs. Thus, the aim of this study is to review existing literature several articles,
books, papers, etc., with the aim of bringing together the main findings about the stem cells
research. The chosen muscular disorders were the following: heart disease, muscular
dystrophy, tendon injuries. On the other hand, the neurological disorders reported were: spinal
injuries, cerebral ischemia syndrome, cognitive disorder, distemper, epilepsy, Parkinson
canine, and ultimately, lower motor neuron disease. Finally, it is concluded that in spite of
some significant advances, there are large theoretical and operational gaps about their
therapeutic use, which prevents their use on a large scale.

Keywords: Stem Cells. Cell Therapy. Muscle Disorders. Neurological Disorders.
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1 INTRODUCAO

A terapia celular vem ganhando espaco em estudos de diversas areas, inclusive na
medicina veterinaria, onde foram empreendidos grandes avancos nas diversas técnicas de
regeneracdo dos mais variaveis tecidos e orgdos. As células-tronco tém alta capacidade de
multiplicacdo e diferenciacdo, mesmo apds longos periodos de inatividade, o que justifica a
atencdo que vém recebendo por parte significativa dos pesquisadores. Apesar de ainda estar
em fase de avaliacdo, estas caracteristicas sugerem um grande potencial terapéutico para uma
ampla gama de doencas. Destarte, as células-tronco acabaram sendo definidas como o milagre
da medicina veterinéria e a mais recente maravilha da pesquisa biomédica (CAHILL, 2000).
Pesquisas vém avancando no seu uso na clonagem animal, na producdo de transgénicos,
quimeras e no tratamento regenerativo.

As células-tronco (CTs) sdo células indiferenciadas, com grande capacidade de
autorrenovacdo e de producdo de, pelo menos, um tipo celular altamente especializado
(FAGANELLO et al., 2009). As células-tronco tém a capacidade de realizar divisao
simétrica e assimétrica, dependendo do seu estdgio de multiplicacdo ou especializagdo,
respectivamente. Podem sofrer a divisdo de trés formas: autorrenovagdo simétrica onde a
célula mée da origem a duas novas células-tronco; autorrenovagdo assimétrica onde a célula
mae d& origem a uma célula-tronco e uma célula semidiferenciada; ou diferenciagdo simétrica
guando célula mae da origem a duas células semidiferenciadas (SILVA, 2012). Sua
multiplicacdo ocorre por mitose, o que faz com que se mantenham indiferenciadas por mais
tempo e que a partir de um pequeno nimero de células se origine uma grande populagéo de
celulas semelhantes.

As células-tronco embrionarias (CTES) eram consideradas as mais promissoras no
inicio das pesquisas. Hoje, se percebe que em virtude de fatores éticos, possibilidade de
rejeicao e potencial mutagénico ndo é o método mais indicado para se trabalhar, a0 menos néo
no momento. A utilizacdo das células-tronco adultas (CTAs) vem sendo trabalhada héa
algumas décadas, onde o método de elei¢cdo mais utilizado era através da coleta de sangue ou
da medula 6ssea, para assim realizar o cultivo das células-tronco hematopoiéticas (CTHS).
Contudo, indmeros estudos tém sido realizados sobre as células-tronco mesenquimais
(CTMs), onde estas tém sido consideradas as de maior potencial no tratamento de doencas
ndo hematologicas devido sua melhor facilidade de cultivo.

As células-tronco adultas vém sendo isoladas dos mais diferentes tecidos, como

da polpa dentaria, medula &ssea, sangue periférico, cérebro, medula espinhal, vasos


http://www.lume.ufrgs.br/browse?type=author&value=Faganello,%20Sabrina%20Baldissera

sanguineos, musculo esquelético, epitélio da pele, epitélio do sistema digestivo, cdrnea, retina,
fluido amniotico, figado, pancreas e células adiposas (COSTA, 2012). Além disso, vem sendo
estudado o cultivo celular de células provenientes da mucosa olfatoria de cdes, com o
propdsito de tratar de lesGes traumaticas e nervosas degenerativas (ALVES et al., 2010).
Tendo isso em perspectiva, este trabalho tem como objetivo fazer uma reviséo
bibliografica sobre as células-tronco em geral, dando énfase na terapia celular para os
tratamentos de problemas neuroldgicos e musculares dos animais e, em alguns casos, dos

humanos.



2 CELULAS-TRONCO

A terapia celular busca restaurar o funcionamento de tecidos e 6rgdos através da
protecdo da integridade celular ou reposicdo de células danificadas por células sadias,
regenerando e reparando o tecido lesionado. Ela vem ganhando mais aten¢do nos Gltimos
tempos e tem sido tratada com otimismo, muitas vezes, exagerado pelos pesquisadores e
meios de comunicacdo. Surge, assim, como a possibilidade de terapia de enfermidades
diversas de dificil manejo na clinica, como sindrome do distdrbio cognitivo, isquemia
cerebral, epilepsia, enfermidades hepaticas, diabetes mellitus, cardiomiopatias, distrofias
musculares; além de uma série de lesGes agudas, como queimaduras, lesdes ortopédicas,
lesbes na medula espinhal, acidentes vasculares cerebrais e infarto do miocardio
(PINCOLINI; CANEDO, 2010; BELTRAMI et al, 2003; DELL’AGNOLA et al., 2004).

Desde o inicio do século XX, ja se sabia da existéncia das células-tronco nos
tecidos dos organismos adultos (LARGEAULT, 2004). Em 1945, se iniciou estudos com
camundongos, onde estes recebiam doses letais de radiacdo e, por volta de 1956, foi visto que
alguns destes grupos mostraram que o transplante de medula Gssea protegia esses animais
contra o efeito da radia¢do (TILL; MCCULLOCH, 1961). Nos anos 70, foram descritos 0s
primeiros estudos em camundongos a respeito destas células, até que, em 1998, as células-
tronco foram isoladas do homem pelos pesquisadores James Thomson e John Gearhart, nos
EUA.

A pesquisa a respeito deste tipo celular tende a se ampliar cada vez mais, levando
em consideracdo a série de variaveis que as englobam como fonte, nimero e selecdo prévia
das células-tronco, assim como 0s mecanismos envolvidos, os cenarios clinicos ideais e as
complicacdes a longo prazo ocorrer decorrentes de seu uso (OKAMOTO; CAMPOS, 2004).
A maioria das células do organismo tem sua renovacdo a partir de células-tronco presentes
nos diferentes tecidos (NARDI , 2007). Estas séo células indiferenciadas, autorrenovaveis e
com alta capacidade de proliferacdo, podendo assim, originar células diferenciadas e
funcionais, o que faz delas muito promissoras para 0 tratamento de tecidos e 6rgdos
lesionados.

As células-tronco tém capacidade de realizar divisdo simétrica e assimétrica,
dependendo do seu estagio de multiplicacdo ou especializacao, respectivamente. Podem sofrer
a divisdo de trés formas: autorrenovacdo simétrica (célula mde d& origem a duas novas
células-tronco), autorrenovacao assimétrica (célula mae da origem a uma célula-tronco e uma

célula semidiferenciada) ou diferenciacdo simétrica (célula mée da origem a duas celulas
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semidiferenciadas) conforme a necessidade de diferenciacdo (SILVA, 2012). Geralmente, elas
se dividem de forma assimétrica, pelo mecanismo de mitose, formando duas células-filhas
idénticas entre si e sua progenitora. Estas células, quando submetidas a estimulo adequado
podem se diferenciar, originando um ou mais tipos de células especializadas (NARDI, 2007).
O processo de diferenciagdo € regulado pela expressdo preferencial de genes especificos nas
células-tronco, porém, ainda hoje, ndo estd bem esclarecido. Certamente depende do
microambiente em que a célula esta inserida, ou seja, pela influéncia exercida pelas células
vizinhas, e pela presenca (ou auséncia) dos variados fatores de diferenciacdo (CELULAS-
TRONCO, 2009).

As CTs sdo classificadas conforme sua capacidade de especializacdo -
plasticidade - em totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes. Ou
ainda quanto a sua natureza em células-tronco embrionarias e adultas (EVANS; KAUFMAN,
1981). As CT adultas sdo divididas em células-tronco hematopoiéticas, mesenquimais,
neurais, da pele, do corddao umbilical, entre outras (GRINFELD, GOMES, 2004). As mais
estudadas atualmente sdo as hematopoiéticas e as mesenquimais, aonde a segunda vem
ganhando maior espaco nos trabalhos cientificos. Ela pode ser extraidas das mais diversas
fontes, como medula 6ssea e espinhal, vasos sanguineos, corddo umbilical, musculo
esquelético, células adiposas, entre outros. Existem marcadores celulares que conseguem
distinguir com qual tipo celular que se esta trabalhando através da expressdo ou ndo, de
antigenos especificos, como por exemplo, CD29, CD34, CD14, CD45, CD44, CD90, CD105,
CD133, CD106 (OKAMOTO; CAMPOS, 2004).

As células-tronco espermatogoniais surgem como uma nova tecnologia de
reproducdo assistida para a preservacdo de especies animais com risco de extin¢do, assim
como na criagdo de animais transgénicos para a producdo de produtos farmacéuticos ou para o
uso de modelos biomédicos (FORTIER; TRAVIS, 2011).

2.1 Classificacéo das Células-Tronco quanto a sua Plasticidade
2.1.1 Totipotentes

As celulas-tronco totipotentes podem originar um organismo totalmente
funcional, como qualquer tipo celular do corpo, inclusive todo o sistema nervoso central e
periférico (GAGE, 2000). Além disso, tém a capacidade de se diferenciar nas células do

folheto extraembrionario que ddo sustentacdo ao embrido no Gtero materno, incluindo
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placenta e membranas embrionarias. Isoladas do odcito fertilizado (zigoto) e dos embriGes até
0 estagio de morula (FRITSCH et al., 2007).

2.1.2 Pluripotentes

Semelhantes as células totipotentes, porém um pouco mais especializadas,
capazes de se diferenciarem em todas as células dos trés folhetos germinativos (ectoderma,
mesoderma e endoderma), exceto placenta e nos anexos embrionarios (COSTA, 2012). Ou
seja, podem originar qualquer tipo de tecido sem, no entanto, originar um organismo
completo, visto que ndo podem gerar os tecidos de apoio ao feto (SOUZA et al., 2003).

Séao células-tronco embrionérias, obtidas da massa celular interna do blastocisto, a
partir dos quatro dias de vida. Podem também ser isoladas das células germinativas e, até
mesmo de teratocarcinomas (MENDEZ-OTERO et al., 2007).

2.1.3 Multipotentes

Sao células pouco mais diferenciadas, podendo ser extraidas do individuo adulto.
Obtidas a partir de fontes diversas, como tecido fetal, células germinativas embrionarias,
corddo umbilical ou mesmo de tecidos adultos diferenciados, sobre os quais encontramos uma
gama de estudos sobre os diferentes locais de coleta destas células (CAMPAGNOLI et al.,
2001).

As celulas-tronco multipotentes sdo mais limitadas que as anteriores quanto ao
seu poder de diferenciacéo, elas também se diferenciam em varios tipos de células, mas de um
mesmo folheto embrionario (FRANCA; VICENTE; CHAN, 2011).

2.1.4 Oligopotentes
Sao celulas-tronco com poder de diferenciacdo mais restrito, capazes de formar
células de um mesmo folheto embrionario e se diferenciar em poucos tecidos. Encontra-se em

tecidos ja diferenciados, como no tecido intestinal (ZAGO, 2006).

2.1.5 Unipotentes
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Sao células que se diferenciam em um unico tipo celular de um mesmo folheto
embrionario. Ou seja, transformam-se em um Unico tecido, entretanto garantem a reposicao e
renovacdo celular (FRITSCH et al.,, 2007). Como exemplo, podemos citar as células
espermatogénicas, que sdo responsaveis pela producdo continua de espermatozoides
(MCLAREN, 2000).

2.2 Células-Tronco Embrionérias (CTES)

Sao células totipotentes e pluripotentes, dependendo da fase onde s&o coletadas.
As células-tronco totipotentes sdo encontradas no odcito fertilizado (zigoto) e nos embrides
até o estdgio de moérula (FRITSCH et al., 2007). Mas, comumente, as células-tronco
embrionarias sdo obtidas nos estagios iniciais da fecundacéo, coletadas a partir de quatro ou
cinco dias ap6s a fecundacéo, quando se forma o blastocisto’ (MENDEZ-OTERO et al.,
2007). S&o coletadas da massa interna do blastocisto, geralmente, no 7° dia (NARDI,;
BRAGA; CAMASSOLA, 2013). Estas células possuem carater pluripotente, sendo capazes
de originar um ser completo, se diferenciam formando as trés camadas germinativas
(ectoderme, mesoderme e endoderme) as quais dardo origem a todos os tipos celulares, exceto
placenta e anexos embrionérios (COSTA, 2012). Durante o desenvolvimento, estas camadas
participam da organogénese e da formacdo dos tecidos (MENDEZ-OTERO et al., 2007).
Acredita-se que as células-tronco especificas de cada tecido auxiliem na orientacdo da
diferenciacdo dos mesmos. Elas possuem capacidade prolongada de proliferacédo
indiferenciada (divisdo simetrica) e potencial de desenvolvimento de células das trés camadas
germinativas, mesmo apos longos periodos em cultivo (THOMSON et al., 1998).

Ainda ndo hé protocolos clinicos que utilizem as células-tronco embrionarias com
fins terapéuticos, dada sua grande capacidade mutagénica. O que pode representar uma
inseguranca no seu uso, podendo acarretar em teratomas (CIRNE-LIMA, 2007) ou
teratocarcinomas, devido sua pluripotencialidade. Elas apresentam grande potencial
terapéutico, mas para isso devem ser desenvolvidos mais estudos quanto a sua biologia celular
e molecular antes de sua utilizagdo clinica, para que, uma vez aplicadas em determinado
tecido ou 6rgdo se diferencie apenas nas células que se espera. Na decada de 60, Leroy
Stevens e Barry Pierce descreveram células pluripotentes provenientes de teratomas, capazes

de se diferenciar nos trés folhetos embrionarios (SOLTER, 2006). Martin Evans e Matthew

" O blastocisto € composto pelo trofoblasto e pelas células da massa interna.
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Kauffman, nos anos 80, foram os pioneiros no isolamento das células pluripotentes a partir
dos blastocistos de camundongos. Experimentos com injecdo de CTEs em camundongos
imunodeficientes SCID (do inglés, Severe Combined ImunoDefficient) causaram um processo
indiferenciado de proliferacdo, onde houve a formacdo de teratomas compostos provenientes
dos trés folhetos embrionérios e ainda, a formacdo de quimeras (REHEN; PEREIRA,
MUOTRI, 2007).

A capacidade de pluripoténcia destas células pode ser prolongada in vitro na
presenca de uma camada de fibroblastos fetais mitoticamente inativados e na presenca de
fator inibidor de leucemia (LIF, do inglés, Leukemia Inhibiting Factor). Isso devido a
ativacdo de fatores que controlam a expressdo de genes responsaveis pela manutencdo do
estado indiferenciado das CTs pela LIF. Em geral, a diferenciacéo in vitro destas células deve
ocorrer no cultivo em suspensao na auséncia de LIF (REHEN; PEREIRA; MUOTRI, 2007).

O primeiro marcador imunocitoquimico utilizado para a caracterizacdo de CTEs
foi a fosfatase alcalina, além da expressao de fatores como Oct-4, Nanog, Sox-2. Além destes,
alguns fatores como o SSEA-1 (Stage-specific embryonic antigen-1) e antigenos de
superficies caracteristicos de células de carcinoma embrionario também sdo reconhecidos.

Expectativas sdo geradas quanto a utilizacdo das CTES na aplicacdo de pesquisas
basicas, na regeneracdo tecidual e na area de reproducdo e clonagem (FORTIER; TRAVIS,
2011). No entanto, a falta de conhecimentos basicos sobre seu mecanismo de diferenciagéo, a
possibilidade de formacdo de tumores in vivo e a ocorréncia de instabilidades cromossémicas
e a histocompatibilidade sdo fatores que requerem atencdo e mais estudos, o que impede
atualmente sua utilizacdo com fins terapéuticos. Além disso, a questdo etica quanto a sua
obtencgdo causa grande repercussao e acarreta o retardo no avango dos estudos com as células
embrionarias.

Alguns paises da Comunidade Europeia, Canada, Australia, Japdo, China, Coréia
do Sul e Israel aprovaram pesquisas com células-tronco embrionérias derivadas do embrido ha
pouco tempo (GRINFELD; GOMES, 2004). Dos paises que integram a Unido Europeia, a
Inglaterra foi pioneira em autorizar sua utilizagdo nas pesquisas, nos anos 2000. Nos EUA, a
Food and Drougs Administration (FDA) foi a responsavel por autorizar o uso de CTEs
humanas em ensaios para o tratamento de lesdo espinhal toracica em humanos, em 2010
(COSTA, 2012).

No Brasil, em 2005, foi aprovada a Lei de Biossegurancga, a qual regulamenta o
uso das CTEs humanas para fins de pesquisa. Porém sua obtencdo é restrita aos embribes

congelados ha mais de trés anos, que seriam utilizados para fertilizacdo in vitro, ou embrides
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invidveis com consentimento dos progenitores em ambos o0s casos (BRASIL, 2005).
Entretanto, isso pode comprometer sua utilizacdo, embora Braga (2007) afirme que apés virar
blastocisto ndo importa a qualidade do embrido, ambas teriam a mesma capacidade de
estabelecer linhagens de células-tronco embrionarias.

Contudo, elas sdo fontes promissoras para a terapia celular e para a obtencdo de
materiais para transplante. Além das células-tronco embrionérias, hd a investigagdo do
potencial terapéutico das células-tronco coletadas de tecidos fetais abortados ou perinatais
(placenta e liquido amniotico) e do sangue do corddo umbilical, sendo estes tanto para sua

utilizacdo alogénica ou autologa (SOARES, 2007).

2.3 Células-Tronco Adultas ou Somaticas

As células-tronco adultas (CTAs), também chamadas de células-tronco somaticas,
tém capacidade de autorrenovacao e deve ser clonogénica. Sua funcdo é manter as células que
vao morrendo no organismo ao longo dos anos e reparar e manter a integridade de 6rgéos e
tecidos. Isso ocorre através de um mecanismo, onde receptores de superficie avisam as células
sobre a lesdo do 6rgdo ou tecido havendo a migragdo destas CTs para a regeneragdo das areas
afetadas. A funcdo primordial das CTAs ¢ manter a homeostase do tecido, substituindo as
células que morrem no decorrer da vida (WALSH; ANDREWS, 2003). Estas cé¢lulas sao
indiferenciadas no meio de tecidos diferenciados, até a sua especializagdo nos processos de
crescimento, renovagdo celular, reparo tecidual e diferencia¢do tecidual. Como exemplo
podemos citar a regeneracao da pele apds um corte, a recuperacao do figado apds a perda da
massa, as células sanguineas que estdo em constante renovagao, o tecido endometrial que
sofre alteragdes a cada ciclo menstrual e gestagdo, entre outros.

As CTAs sdo vantajosas se comparadas com as embriondrias, primeiramente pela
questdo ética de obtencdo, além de sua maior facilidade de isolamento, possibilidade de
obtengcdo a partir de diversas fontes, menor imunogenicidade e, possivelmente, menor
formagao de teratomas (WAGERS; WEISSMAN, 2004). Atualmente, foram encontradas CTs
em, quase todos, os tecidos. Ja foram identificadas na medula 6ssea, pele, rim, cornea, retina,
figado, bago, tecido adiposo, trato gastrointestinal, pancreas, musculo esquelético, vasos
sanguineos, sangue periférico, fluido amnidtico, polpa dental, at¢é mesmo no coracdo e no
cérebro, onde se acreditava que ndo ocorresse processo de regeneracdo, além de diversos
outros o6rgaos (MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006). Ainda podem ser isoladas
do embrido em desenvolvimento (SANCHEZ-RAMOS, 2002). As CT provenientes da polpa
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dentaria s3o uma fonte minimamente invasiva, devido a utilizagdo de materiais de descarte
provenientes de procedimentos ortodonticos (YAO; NORTON; WISE, 2004). Além disso, ha
relatos de que elas podem ser utilizadas como neuroprotetor para as CTMs e como modelo
para o entendimento de dois processos: génese de células adiposas, nervosa, dentarias e
Osseas, além da inter-relagdo das CTMs com neurdnios em muitas doencgas degenerativas,
onde a neurotoxicidade ¢ um evento patoldgico determinante (YALVAC et al. 2009).

As celulas-tronco adultas se dividem assimetricamente, onde uma CTA origina
duas células filha, sendo uma célula idéntica a mae e a outra progenitora, a qual dard origem a
uma célula madura diferenciada. Sdo raras no organismo adulto, onde se estima que haja
apenas uma célula tronco hematopoiética a cada dez mil células da medula dssea
(WAISSMAN, 2000). Assim sendo, ha certa dificuldade na sua identificacdo, isolamento e
purificacdo, além de ndo serem capazes de proliferar indiferenciadamente por longos periodos
in vitro, o que dificulta a sua utilizacdo. Contudo, sdo importantes nas terapias celulares,
devido seu potencial de regeneracdo de 6rgaos e de tecidos lesados, através da obtencdo de
tecidos autdlogos. E possivel que a utilizacio de CTAs alogénicas seja possivel, entretanto, as
células obtidas ndo podem ser utilizadas prontamente, devendo ser expandidas in vitro antes
de seu uso. Contudo, ha a possibilidade de rejeicdo e eliminacdo destas pelo sistema imune do
paciente. Uma das vantagens da terapia com células-tronco adultas é a possibilidade de sua
utilizacdo autdloga, evitando assim que ocorra a rejeicdo imunol6gica no seu transplante
(SOARES; SANTOS, 2002).

Anteriormente, pensava-se que estas originavam apenas células do mesmo tecido
de coleta, mas com o avang¢o das pesquisas isso vem sendo desmistificado. J& foram
localizadas células-tronco viaveis no cerebro de cadaveres (PALMER et al., 2001), o que
reforca a ideia de obtencdo de células-tronco em fontes ndo acessiveis, para o uso autélogo,
caso haja demonstracdo de sua eficdcia (SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007). Na medula
0ssea podemos encontrar duas populacdes distintas de células-tronco, as quais coexistem de
maneira funcionalmente interdependente, as celulas-tronco hematopoiéticas (CTHS) e as
células-tronco do estroma da medula dssea, sendo estas as mais utilizadas nas terapias
celulares. As CTAs, principalmente as células-tronco derivadas da medula éssea (CTMO),
sdo consideradas seguras nas terapias celulares, devido seu baixo risco em transformacdes
malignas e sua ampla capacidade de diferenciacdo. Contudo, sua habilidade imunossupressora
pode causar, indiretamente, o crescimento tumoral e proliferacdo metastatica (ASANUMA,
MELDRUM, MELDRUM, 2010).
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As CTHs sédo as responsaveis por toda a linhagem hematopoiética, dando origem
aos progenitores mieloides e linfoides e, consequentemente, a linfocitos, neutréfilos,
basofilos, hemécias, plaguetas e demais células sanguineas. J& as do estroma sdo capazes de
formar condroblastos, osteoblastos, células endoteliais e adipocitos (MENDEZ-OTERO et al.,
2007).

As células-tronco adultas geram tipos celulares pré-diferenciados que possuem
morfologias e funcbes especializadas (FRITSCH et al., 2007), denominadas células
progenitoras ou precursoras, sdo consideradas comprometidas a formar uma determinada
linhagem celular. Porém, alguns estudos contradizem, mostrando a teoria da
transdiferenciacdo (D’AMATI G et al, 2000). Ainda hoje ndo se sabe ao certo se a hipotese
de transdiferenciacdo in vivo esta correta ou ndo. Ha trabalhos sobre regeneracdo hepatica que
demonstraram que o0 que parecia ser transdiferenciacdo de uma célula hematopoiética, era no
fim a sua fusdo com o hepatdcito, contestando assim esta hipétese (EMERICK;
MONTENEGRO; DEGRAVE, 2007). Isso faz com que 0s mecanismos da regeneracdo com
células-tronco ndo sejam bem definidos, mas mesmo assim acredita-se que elas recuperem,
parcialmente ou totalmente, os 6rgaos lesados, talvez pelo efeito paracrino de secrecdo de
alguns fatores, como citocinas, fatores do crescimento, antiapoptoticos, entre outros, pelas
células injetadas (MENDEZ-OTERO et al., 2007). Alguns trabalhos demonstraram o seu
potencial de transdiferenciacdo, in vitro e in vivo, em varios tipos celulares, levando em conta
a propria formacdo de teratoma no adulto, o que indica certa pluripotencialidade destas
ceélulas-tronco, semelhantes as embrionérias.

Ainda ndo esta bem elucidada a forma com que ocorre a melhoria funcional pela
terapia celular. Acredita-se que talvez seja pela liberagdo de mediadores na area da lesdo, ou
mesmo, em alguns casos, pela neovascularizacdo reduzindo o nimero de destrui¢ao celular e
apoptose e aumentando a irrigacdo destas areas. As células-tronco mesenquimais secretam
iniimeros mediadores, tais como citocinas e fatores de crescimento, o que pode acarretar na
imunossupressdo (MONTEIRO; NETO; CARLO, 2010).

Hauger (2006) observou em seu estudo, um modelo de lesdo glomerular em ratos,
injetando células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea por via intravenosa e fez o
acompanhamento através de ressonancia magnética nuclear, onde constatou a migragao destas
c¢lulas, marcadas com particulas magnéticas, para as areas lesadas do rim. Estudos relatam
esta migracdo também em algumas doencas neurologicas e cardiopatias ndo isquémicas
(SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007). O fator derivado de célula estromal-1 (SDF-1) e fator

de crescimento de hepatocitos possuem agdo de recrutamento dessas células pra area da lesao
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apods o sinal de dano (KUCIA et al., 2004). Observou-se o aumento do numero de células-
tronco mesenquimais no sangue periférico apos algumas situagdes de lesdo vascular cerebral
(KUCIA et al., 2006) e de infarto agudo do miocardio (WOJAKOWSKI, 2006).

As células-tronco adultas se dividem conforme sua fonte origem, podendo ser

hematopoiéticas e mesenquimais, as quais serdo descritas a seguir.

2.3.1 Células-Tronco Hematopoiéticas

As células-tronco hematopoiéticas (CTHSs) sdo, provavelmente, a populacdo de
celulas-tronco melhor caracterizada dentre as demais, por serem as primeiras a serem
descobertas, em meados dos anos 60, por Till e McCulloch. Porém, s6 em 1986, foram
isoladas com a utilizacdo de anticorpos monoclonais contra antigenos de superficie
(MULLER-SIEBURG; WHITLOCK; WEISSMAN, 1986). Elas estdo em constante
multiplicacdo e formam as demais células da linhagem hematopoiética, sendo responsaveis
pela reposicdo de células maduras no sangue. Em um individuo normal, os niveis das células
maduras no sangue sdo mantidos em limites estreitos e, em resposta a emergéncias, como
perda sanguinea ou infec¢cdes, os tecidos hematopoiéticos sdo capazes de responder
rapidamente a estimulos, aumentando a producéo celular (TRINDADE et al., 2013).

As CTHs séo, rotineiramente, utilizadas na medicina humana em transplantes
oncologicos, de problemas hematoldgicos e doencas autoimunes (WEISSMAN, 2000), sendo
assim mais bem estudadas que as demais células-tronco. Entretanto, seu poder de
diferenciacdo nos demais tipos celulares hematopoiéticos e ndo hematopoiéticos ainda nédo
estd bem elucidado. Podem ser isoladas a partir da medula 6ssea, sangue periférico e sangue
do corddao umbilical (FRITSCH et al., 2007). A sua coleta é feita, geralmente, da medula
Ossea, porém estudos relatam que neste local ha mais de um tipo celular, podendo ser visto
células progenitoras endoteliais celulas-tronco mesenquimais s e suas subpopulagdes, as quais
podem ser confundidas com CTHSs. Sdo isoladas a partir da citometria de fluxo ou de
microesferas magnéticas com base na expressao de seus marcadores ou com 0 uso de
anticorpos monoclonais contra eles (PAZ; LUGO, 2007).

As CTHs expressam, geralmente, o marcador de superficie CD34", sendo este 0
mais utilizado da sua diferenciacdo. Também se utiliza a express@o de enzimas intranucleares,
como aldeido-dehidrogenase, devido a expressdo de CD34 variar conforme o estado de
ativagdo da CT (CAIl; WEISS; RAO, 2004). In vitro sdo diferenciadas através de ensaios
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clonogénicos, os quais garante linhagens de CTHs com pureza de 85 a 95%, ajudando a
estabelecer numero, tipos e atividades funcionais destas células (PAZ; LUGO, 2007).

2.3.2 Celulas-Tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTMs) foram, primeiramente, descritas durante
a investigacdo das células pertencentes ao estroma da medula 6ssea (FRIEDENSTEIN;
CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970). Ha a contestacdo sobre sua nomenclatura, devido o
mesenquima ser o tecido ndo diferenciado do embrido, com isso, foram surgindo outras
denominagdes como células-tronco estromais, células progenitoras mesodérmicas (SETHE;
SCUTT; STOLZING, 2006), células-tronco mesenquimais maduras, precursores de tecidos
ndo hematopoiéticos, unidades formadoras de colonias de fibroblastos, células medulares
estromais, células progenitoras multipotentes adultas, células-tronco reciclantes RS-1 e RS-2
e células-tronco multipotentes da medula 6ssea humana (FRITSCH et al., 2007). Com isso, a
Sociedade Internacional de Terapia Células determina a padronizacdo da nomenclatura em
células estromais mesenquimais multipotentes, do inglés multipotent mesenchymal stromal
cell (HORWITZ et al., 2005).

As CTMs sdo multipotentes e ddo origem a varios tecidos conectivos. Sdo
encontradas no estroma de diversos locais, como medula dssea, polpa dentaria, tenddo, tecido
adiposo, do sangue do corddo umbilical, fluido amnidtico, placenta, membrana sinovial,
musculo esquelético e diversos outros tecidos e érgdos (GADE et al., 2012). Nao foram
identificadas CTMs no sangue periférico, o que se acredita ser em virtude da localizacdo em
nicho perivascular (MEIRELES, CHAGASTELLES; NARDI, 2006). Sdo celulas aderentes as
placas de cultivo e com forma fusiformes. Elas proliferam e podem se diferenciar em diversos
tipos celulares, como osteoblastos, condroblastos, adipécitos (BIANCO et al., 2001),
fibroblastos (GADE et al., 2012), tendcitos e miocitos (CAMPAGNOLI et al., 2001). S&o
isoladas e cultivadas facilmente, além de possuirem uma taxa de expansdo elevada em ex
Vivo.

Elas sdo excelentes candidatas a utilizacdo de terapias celulares, devido a sua
facilidade de obtencdo, a partir da medula déssea (crista iliaca superior, tibia, do fémur, do
umero e da coluna vertebral, lombar e toracica e tecido adiposo, e pela sua rapida capacidade
de expansdo in vitro mantendo suas caracteristicas, assim como por suas propriedades

bioldgicas. A vantagem das CTs do tecido adiposo, em comparacdo com as células-tronco
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derivadas da medula Ossea, é o método fécil de obtencdo da fonte tecidual (YARAK,
OKAMOTO, 2010).

As CTMs constituem uma pequena populacdo celular na medula &ssea,
correspondendo a uma faixa de 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas medulares.
Contudo, podem ser isoladas e expandidas com alta eficiéncia e induzidas a se diferenciarem
em mdaltiplas linhagens em condig6es de cultura definidas (TRINDADE et al., 2013). Estudos
demonstraram sua capacidade em se diferenciar em diversos tipos celulares, incluindo
neurdnios, hepatdcitos, cardiomiocitos, células do musculo liso e esquelético (YARAK;
OKAMOTO, 2010).

Acreditava-se que as CTMs fossem todas semelhantes, entretanto estudos
demonstram algumas propriedades diferentes entre elas (KERN et al., 2006). Com isso,
podemos acreditar que cada uma delas teria uma funcdo terapéutica distinta. Estas células tem
a expressdo aumentada de proteinas transportadoras da familia ABC (ATP binding cassete) o
que permite sua marcacdo com corante Hoecsht 33258. Este corante é expulso de dentro das
células pela acdo das proteinas transportadoras e, por isso, foram denominadas de “side
population” na andlise por citometria de fluxo (SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007). Elas
possuem expressdo positiva para CD105, CD73 e CD90 e séo negativas para CD45, CD34,
CD14 ou CD 11b, CD79a, ou CD19 e HLA-DR (DOMINICI et al., 2006).

No estudo de Johnson et al. (2005), foi demonstrado que as CTMs tinham
capacidade de formar células de linhagem germinativa, ou seja, ovdcitos. Além disso,
algumas pesquisas demonstraram a capacidade imunossupressora destas células, onde houve a
inibicdo da proliferagdo de linfécitos ativados por estimulacdo com antigeno mitogénico e
reacOes mistas linfocitarias foram observadas in vitro (SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007);
0 que pode auxiliar na sua capacidade terapéutica em transplantes alogénicos, pela sua
habilidade de modulacdo das respostas imunoinflamatorias. As CTMs da medula Ossea
expressam um amplo espectro de citocinas, receptores de citocinas e fatores de crescimento
envolvidos diretamente na manutencdo do ambiente estromal, que é importante elemento
regulador da hematopoiese e de outros sistemas celulares presentes na medula Gssea.
Também, produzem uma série de moléculas da matriz extracelular, incluindo a fibronectina,
laminina, colagenos e proteoglicanos (COVAS, 2006).

Ainda ha muito a ser descoberto sobre estas células, mas elas se tornam grande
esperanca para a terapia celular no reparo de lesdes teciduais, tratamento de doencas genéticas
e degenerativas e, quem sabe, no tratamento de doengas neoplasicas.
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2.4. Células-Tronco Especificas de Alguns Tecidos
2.4.1 Células-Tronco Neurais

Acreditava-se, antigamente, que o sistema nervoso nao se regenerava, sendo
incapaz de renovar 0s neurdnios, ou seja, a neurogénese ocorria apenas nos estagios
embrionarios iniciais. Isto é, o individuo nascia com uma determinada quantidade de
neurdnios e conforme ocorresse a morte celular, este nimero decrescia sem possibilidade de
substituicdo. Hoje, estudos demonstraram que existem células-tronco neurais no cérebro e na
medula espinhal que sdo responsaveis pela capacidade de regeneracdo do tecido nervoso
(GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002). Estas células foram isoladas de diferentes regides do
cérebro, onde proliferam, mantendo assim sua populacdo, e geram células progenitoras que se
diferenciam em células neuronais (GAGE, 2002).

As principais classes de células do sistema nervoso central sdo as células nervosas
- neurbnios - e as células gliais - macroglia e microglia - (COSTA, 2012). As células
precursoras da glia formam os oligodendrdcitos e astrocitos, 0s quais sao responsaveis pela
producdo de mielina e sustentacdo mecéanica e metabdlica, respectivamente. As células
ependimais, que revestem a superficie luminal da parede ventricular adulto, ou os astrécitos,
que residem na zona subventricular adjacente (células do tipo B) tém sido sugeridas como
uma fonte de células-tronco neurais adultas multipotentes (GRITTI; VESCOVI; GALLI,
2002). Estas células sdo estimuladas a proliferar em resposta a fatores mitogénicos, como
fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF-2), fator de crescimento epidérmico (EGF), e tém
a capacidade de originar neurénios, astrdcitos, oligodendrdcitos e uma variedade de celulas
sanguineas (SOUZA et al., 2003)

A sua obtencdo ainda é inviavel, devido & necessidade de método invasivo e
traumatico da coleta, podendo ser obtidas a partir de cirurgias cerebrais (RICE,
HALFPENNY; SCOLDING, 2003). Atualmente, a melhor forma de obtencdo da CTNs é
através de biopsia do bulbo olfatorio (SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007), sendo pouco
invasiva, se comparado com as cirurgias cerebrais. Através destas, podemos obter culturas de
células progenitoras proliferativas capazes de formar neuroesferas, as quais sdo estruturas ndo
aderentes com capacidade proliferativa e formato esférico, constituidas de células-tronco
neurais e células diferenciadas, associadas por elementos de matriz extracelular (CAMPOS,
2004). Trabalhos mostram a possibilidade de obtencdo das CTNs em cérebros de animais
post-mortem, mas resta saber se estas teriam utilidade terapéutica ou ndo (PALMER et al.,

2001). Clarke et al. (2000), em seu estudo demonstrou que as células-tronco neurais possuem
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capacidade de originar células de todas as camadas germinativas, porém sua
pluripotencialidade ainda é controversa.

As CTNs expressam proteinas como a nestina, proteina acida glial fibrilar
(GFAP), NeuN e MAP-2, assim como alguns marcadores de superficie (COSTA, 2012).

2.4.2 Células-Tronco da Pele

A pele, como ja é sabido, tem grande poder de regeneracdo e reparo constante, o
que é extremamente fundamental para a integridade e homeostase do organismo, visto que é o
maior 6rgdo do corpo. Foram encontradas células-tronco com diferentes propriedades (SHI et
al., 2006) nas diferentes camadas da pele, tanto na derme quanto na epiderme. As da
epiderme se localizam na lamina basal e tém potencial restrito de renovacdo e reparo do
epitélio. As da derme, sdo heterogéneas e possuem capacidade de gerar outros tipos celulares
da pele, do foliculo piloso e da glandula sebacea, além de poder se diferenciar em neurdnios,
células endoteliais, hematopoiéticas e do musculo liso, entre outras (SHI et al., 2006).

A sua utilizacdo na terapia celular vem sendo aplicada mais no reparo tecidual, em
alguns casos. Alguns estudos demonstraram a reducdo da formagao de cicatrizes nos locais de
aplicacdo (SATOH et al.,, 2004).

2.4.3 Células-Tronco do Sangue do Corddo Umbilical

O sangue do corddo umbilical (SCU) surgiu como fonte alternativa rica em
células-tronco hematopoiéticas e tem como vantagem o baixo risco para o doador, a facil
coleta e a utilizagdo de material que, usualmente, seria descartado.

A histocompatibilidade destas células com doadores irmdos idénticos, se
comparadas as da medula 6ssea, tem menor rejeicdo. Além das CTH, o SCU contém células-
tronco hematopoiéticas e progenitoras endoteliais. Alguns estudos demonstraram a obtencgéo
de células mesenquimais a partir do corddo umbilical, porém ainda sdo controversos devido
expressdo de marcadores diferentes (OKAMOTO; CAMPOS, 2004). Hoje se estuda a criagéo
de bancos de sangue de corddo umbilical para uso autélogo e alogénico, o que ja existe em

paises como EUA e alguns da Uni&o Europeia.

2.4.4 Células-Tronco Cardiacas
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Populagdes celulares com caracteristicas de células-tronco ja foram isoladas do
miocéardio, demonstrando que este possui potencial de reparacdo. Estudos demonstram uma
mistura de populacdes celulares com caracteristicas de células-tronco no coracdo (LERI,
KAJSTURA; ANVERSA, 2005). Ha indicios de que estas células sejam as mais indicadas
nos tratamentos de lesdes cardiacas, porém mais estudos devem ser realizados para

demonstrar sua eficacia e segurancga no transplante heterdlogo e autélogo.

2.4.5 Células Ovais

Células ndo parenquimatosas que se localizam na regido periportal do figado, em
baixa quantidade. Acredita-se que tenham funcdo na regeneracdo do tecido hepatico, onde ha
a maior proliferacdo destas através de estimulos patoldgicos. Ainda ha contradicdo quanto sua
origem, onde alguns autores afirmam ser originadas na medula éssea (PETERSEN et al.,
1999), outros alegaram ser originadas no figado (WANG et al., 2003). Estudos vém sendo
realizados quanto a sua utilizacdo terapéutica em problemas hepaticos e até mesmo seu uso na
diabetes mellitus, devido a capacidade de se diferenciar em tecido pancreatico endocrino

secretor de insulina.

2.4.6 Células Satélites

As células satélites (CSs) estdo presentes nos muasculos dos mamiferos, onde sua
taxa de proliferacdo é baixa, porém durante os processos de regeneracdo e crescimento
muscular elas adquirem uma maior capacidade proliferativa. As CSs originam as celulas
precursoras dos musculos (mioblastos), que geram novas fibras musculares as quais,
posteriormente, se fusionardo com as ja existentes (COLLINS et al., 2005).

Sdo consideradas as células-tronco especificas do tecido muscular por sua
capacidade de diferenciacdo e autorrenovacgdo. Ainda acredita-se que elas possuem potencial
neurogénico, osteogénico e adipogénico (SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007).

2.4.7 Pericitos
Séo células que circundam os vasos sanguineos de pequeno calibre, tem origem

mesodérmica e tem formato alongado. Estudos demonstram que elas podem proliferar e

diferenciar em outros tipos celulares, como osteoblastos, condrocitos, adipdcitos, fibroblastos
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e células do musculo liso, 0 que indica um potencial de células-tronco, sob determinadas
condigdes (DOJERTY; CANFIELS, 1999). Acredita-se que sejam da mesma populagédo
celular que as células-tronco mesenquimais, devido a semelhanca na resposta a fatores
celulares, a expressdo de marcadores e de sua capacidade de diferenciacdo (BIANCO et al.,
2001).
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3 TERAPIAS CELULARES

A terapia celular € um conjunto de meétodos e abordagens tecnologicas
fundamentadas no conhecimento de varias ciéncias, que visa a transferéncia de células com
fins terapéuticos de diversas doencas. E realizada através da inoculagdo de células em
determinado individuo, com a expectativa de que estas proliferem, se diferenciem ou secretem
fatores que promovam a regeneracdo dos tecidos lesionados (TRINDADE et al., 2013).
Quando realizada, produz uma série de fatores que podem ser pré ou contra o processo. Ela
oferece a possibilidade de tratamento para uma diversas doencas hereditarias ou adquiridas
que antes pareciam intrataveis, como algumas doencas neuroldgicas, metabdlicas, cardiacas e
até mesmo o cancer. Para isso, estudos vém avancando quanto ao potencial terapéutico das
células-tronco, seja em mateéria de qual a melhor forma de coleta, seja acerca da melhor via de
administragao.

Hé& décadas, a terapia com células-tronco coletadas da medula 6ssea vem sendo
utilizada na rotina médica humana, no tratamento de diversas doencas hematoldgicas e do
sistema imune. Na medicina veterinaria esses tratamentos tém sido utilizados, mesmo sem
comprovacao cientifica dos beneficios, em tratamento de lesdes na coluna vertebral, tendinite,
defeitos da cartilagem, artrose e ligamentos, doencas hepaticas, feridas, defeitos cardiacos e
lesBes Gsseas nos animais (GADE et al., 2012).

Devido ao aumento da expectativa de vida dos animais de companhia, ha um
aumento do numero de problemas crénico-degenerativos. Assim sendo, as terapias celulares
estdo ganhando mais atencdo para o tratamento de diversas doengas, como uma alternativa
para a sua interrupcdo ou mesmo cura das que, até o presente momento, ndo possuem
tratamento efetivo. O uso terapéutico das CTs ainda é questionado pela falta de protocolos,
tanto sobre a melhor forma de isolamento, quanto as vias (intravenoso, intralesional, ao redor
da lesdo) e doses de administracdo para cada problema. Sabe-se que as CTs possuem a
capacidade de migrar até os 6rgdos e tecidos lesionados e, além disso, elas possuem fortes
propriedades imunossupressoras (Le BLANC; PITTENGER, 2005).

A caracterizagdo das celulas deve ser seguida dos critérios exigidos pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular antes da sua utilizacao terapéutica (DOMINICI et.
al, 2006). Pesquisas demonstraram a acdo paracrina das células-tronco, onde se supde que a
secrecdo de citocinas seja 0 mecanismo responsavel pelo seu potencial regenerativo, sendo

esta a acdo benéfica na terapia celular (BURDON et al., 2011). Essa acéo influenciaria as
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células adjacentes aumentando a sobrevida celular e ativando mecanismos endogenos de
reparo e regeneracdo (GNECCHI et al., 2008).

Ainda ndo estd claro se as células-tronco, primeiramente, se diferenciam em
tecido celular especifico ou se elas primeiramente ajudam na reparacdo do tecido atraves da
secrecdo de imunomoduladores e fatores troficos bioativos, ou ainda, se € uma combinacao
dos dois mecanismos (FORTIER; TRAVIS, 2011).

Os transplantes podem ser de diferentes fontes, classificando-se como autélogo
(mesmo animal), alogénico (outro animal da mesma espécie), ou ainda, xenogénico (animal
de espécie diferente), de acordo com a espécie que doard as células-tronco. Seu uso
terapéutico tem sido indicado em diversos tipos de lesdes ortopédicas, doengas cardiacas,
metabdlicas, neuroldgicas e muitas outras (MORALES, 2007).

A diabetes mellittus € uma das doencas alvo da terapia celular, onde ha a reducao
da producdo de insulina pelas células b das ilhotas de Langerhans do pancreas. Estudos
mostraram que os sintomas foram eliminados e o nivel de glicose na circulagdo sanguinea
voltou ao normal (JUN; YOON, 2005).

A maior limitacdo da terapia celular € a baixa eficacia terapéutica de células
transdiferenciadas no local da lesdo. Essa limitacdo tem sido atribuida ao estresse celular,
ambiente hostil devido a inflamacdo e hipdxia, suprimento sanguineo insuficiente e
elaboracdo de citocinas inflamatdrias, resultando em isquemia e morte celular (COSTA,
2012).

Um dos grandes desafios dos pesquisadores que trabalham com terapia celular é
poder realizar a substituicdo de proteses e medicacdes de uso continuo por tecidos e 6rgaos
vivos em animais deficientes. Algumas empresas especializadas ja realizaram tratamentos
com células-tronco e afirmam obter, na maioria dos casos, respostas positivas no tratamento

de certas lesfes, como na ortopedia.

3.1 Terapia Celular em Problemas Musculares
3.1.1 Cardiopatias

As insuficiéncias cardiacas causadas pela perda ou disfuncdo das celulas
musculares do coracdo, onde o coracdo e a circulacdo se tornam incapazes de satisfazer as
demandas metabdlicas do corpo, tem causas diversas. Essas podem ser por toxicidade
medicamentosa, isquemia, endocardiose, endocardite, defeito no septo, hipertensao sistémica,

cardiomiopatia hipertrofica, entre outros. Atingem animais de diferentes idades,
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principalmente, os mais velhos, variando conforme a causa primaria (CARLTON;
MCGAVIN, 1998).

A insuficiéncia cardiaca vem aumentando em decorréncia do aumento da
expectativa de vida dos animais de companhia e tem sido mais diagnosticada pelos médicos
veterinarios em virtude do maior cuidado e interesse dos proprietarios para com estes animais.
O diagnostico rapido e o tratamento acarretam em melhor qualidade de vida, diminuicdo da
morbidade e menor mortalidade. Os tratamentos medicamentosos ndo sdo efetivos na
regeneracdo das areas afetadas do Orgdo, somente na reducdo dos sinais clinicos. A
reavaliacdo periddica destes pacientes é fundamental, pois tem que ser feito ajuste das doses
conforme a progressao da doenca (BIRCHARD; SHERDING, 2008). Com isso, 0 avango das
terapias celulares vem ganhando despertando interesse no seu tratamento, como uma possivel
“cura” das lesdes cardiacas, porém ainda estao sob investigacao.

Estudos com células-tronco embrionérias humanas demonstraram a diferenciacao
destas células em cardiomidcitos in vitro, com a presenga de células “pulsantes” derivadas de
corpos embridides. Além da sua diferenciacdo, a funcionalidade dessas células depende
também da capacidade de interacdo com as demais células do miocardio lesionado,
desenvolvimento das propriedades mecéanicas e eletrofisioldgicas e do seu sincronismo com
os demais cardiomiocitos (REHEN; PEREIRA; MUOTRI, 2007). Ainda, ha relatos da
diferenciacdo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) em cardiomiécitos e sua
contribuicdo para a angiogénese (DIMMELER; ZETHER; SCHNEIDER, 2005), o que leva ao
aumento da expectativa de utilizacdo destas células como terapia.

Beltrami et al. (2003) descreveram uma populacéo de células-tronco cardiacas que
expressavam na sua superficie c-kit e com potencial de migracdo e reparo de lesdes
isquémicas do miocardio (SOARES; GARCIA; SANTOS, 2007). Min et al.(2003) em seu
estudo enxertou cardiomiocitos derivados de células-tronco embrionérias murinas em ratos
com infarto do miocardio, isso resultou em um efeito angiogénico e, posteriormente, melhora
da funcéo cardiaca durante o periodo de observacao de 32 semanas.

Além da sua transformacdo das CT em células cardiacas, novas pesquisas vém
surgindo a respeito da neovascularizacdo e de sua importancia em insultos isquémicos
cardiacos, atraves das células progenitoras endoteliais, 0 que levaria a reducdo da apoptose
dos midcitos (TUCHE; DOHMANN; CARVALHO, 2007). Stamm e cols. relataram uma
melhora em pacientes humanos na perfusdo pericardica e a seguranga da injecdo
traspericardica de CTMO nas &reas de fibrose miocardica.
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3.1.2 Distrofia Muscular

Ha varios tipos de distrofia muscular, onde o termo é utilizado para determinar o
grupo de doencas que pode ser causada pela deficiéncia de distrofina, de merosina (a-
Laminina) ou de sarcoglicano. A distrofia muscular ja foi reconhecida em caes, gatos,
bovinos, ovinos, camundongos, galinhas e hamsters (CARLTON; MCGAVIN, 1998). A mais
conhecida é distrofia muscular canina por deficiéncia de distrofina (DMD) que é uma doenca
severa, de origem genética, ligada ao cromossomo X. E uma doenca homoéloga a distrofia
muscular de Duchenne nos humanos. Acomete, principalmente, cdes machos, entretanto
fémeas também podem adoecer. Contudo, existem fémeas que sdo apenas portadoras e
carecem do gene de transcricdo Duchenne e de seu produto proteico, a distrofina, causando a
sua deficiéncia. Os relatos sdo mais encontrados em animais Golden Retriever, porém outras
racas podem ser afetadas, como Irish Terrier, Samoyed, Rottweiler, Labrador, entre outros.
(BIRCHARD, 2008) A deficiéncia provoca a degeneragdo progressiva do masculo,
principalmente estriado, e os sinais iniciam logo no comeco da vida do animal, com 10 a 12
semanas de idade e incluem raquitismo, fraqueza, disfagia, anormalidades de andar e atrofia
ou hipertrofia muscular, podendo ocasionar falha nos masculos respiratorios e causar a morte
do animal. A disfagia e a hipersalivacdo podem ser em virtude do aumento macico da lingua
(NELSON; COLTO, 1994). No exame bioguimico podemos notar a elevacdo sérica da
creatina cinase (CK) devido a degeneracio muscular (ARAUJO et al., 2009)

Ainda ndo ha cura para esta doenca, contudo terapias génicas e celulares surgem
como uma solucdo para a DMD, onde as células-tronco apresentam um potencial para
restaurar a expressdo de distrofina e, por conseguinte, o parénquima muscular (ZUCCONI,
2009). Estudos com células-tronco isoladas do musculo esquelético de cdes saudaveis e
injetadas de forma sistémica em cdes distréficos imunossuprimidos, contribuiram para a
regeneracdo da fibra muscular, reposicdo de celulas satélites e expressdao de distrofina e
resultou na expressdo de longo prazo desta proteina, limitou-se a lesdo muscular e houve o
aumento da atividade de regeneracdo e restricdo de expansédo intersticial. Estes resultados
demonstraram que esta seria uma boa fonte terapéutica para os animais com distrofia
(ROUGER et al., 2011). Nitahara-Kasahara (2012), em seu estudo, também obteve éxito no
enxerto de CTMs injetado por via intramuscular ou sisttmica e mostrou ser uma fonte
promissora de tratamento da DMD.

H& relatos onde mesoangioblastos caninos foram injetados via arterial e

resultaram na recuperacdo da expressdo de distrofina, na morfologia e funcdo muscular, com
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uma notdvel melhoria clinica e preservacdo da motilidade e reducdo sérica da CK
(SAMPAOLESI et al., 2006).

Porém, alguns estudos como o de Dell’Agnola (2004), mostraram-se ineficazes na
utilizacdo da terapia celular. A terapia celular para cura desta doenca ainda esta em fase de
experimento e pode servir como possibilidade terapéutica em animais e humanos com

distrofia muscular, porém faltam resultados que comprovem sua aplicacao terapéutica.

3.1.3 Lesdo de Tendao

Os tenddes séo tecidos especializados fibroso feito de fibroblastos especializados
chamados tendcitos e uma matriz extracelular rica em colageno. Fazem a ligacdo entre os
musculos e o esqueleto, os quais transmitem a forca muscular ao 0sso, permitindo a
movimentacdo do corpo. Eles possuem alta resisténcia mecanica, boa flexibilidade e um nivel
bom de elasticidade. A fisiologia e patologia deste tecido sdo dependentes dos estimulos
mecanicos, a forca de tracdo é relacionada com a espessura do mesmo. Sao pouco irrigados e
possuem baixa taxa metabdlica (SMITH et al., 2003).

Afeccdes dos tendbes sdo frequentes causam morbidade substancial, tanto no
esporte quanto no trabalho dos animais, principalmente dos cavalos. Elas podem ser em
virtude do seu uso excessivo ou degeneracdo relacionada a idade do animal. As lesdes
traumaticas geralmente tem prognostico ruim, em virtude do alto tempo de cicatrizacdo e da
qualidade do tecido formado (SOUZA et al., 2011). Além disso, o tecido lesionado ndo se
regenera totalmente e a organizacdo, estrutura e propriedades mecénicas do tendao reparado
séo inferiores ao tenddo saudavel (TOMIOSSO, 2008).

Estudos relataram o isolamento de células-tronco derivadas do tenddo, as quais
sdo clonogénicas, autorrenovaveis com potencial multipotente, levando estas células a
osteogénese, adipogénese e condrogénese. A descoberta de que as células-tronco do tend&o
possuem capacidades regenerativas cria a possibilidade do tratamento deste tecido danificado
(TOMIOSSO, 2008).

Ha trés diferentes abordagens baseadas em células-tronco mesenquimais,
atualmente usada para o tratamento de lesdes de tenddo e ligamento ou cartilagem em cées e
cavalos. O primeiro € baseado em cultura expandida de uma populacdo de células derivadas
da medula 6ssea, o segundo é derivado da medula déssea, mas utiliza um misto de células
concentradas, o terceiro emprega populacdo de células mistas nucleadas derivadas do tecido
adiposo (FORTIER; TRAVIS, 2011).
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Sakabe e Sakai (2011) realizaram diversos estudos sobre a utilizagdo da terapia
celular em lesdes de tenddes e concluiram que houve o recrutamento de CTMSs para acelerar a
reparacao e regeneracdo do tecido in vivo em tenddes lesionados de coelho. Entretanto, nesse
estudo ndo foram observadas diferencas significativas nas propriedades mecéanicas entre 0s
tecidos que receberam CTMs e 0s ndo transplantados. Além disso, 28% dos tend@es tratados
com a terapia celular desenvolveram focos de 0sso ectopico.

Algumas pesquisas com células-tronco mesenquimais de medula Ossea
(CTMMOs) em lesdes de tenddo mostraram que 0s que receberam os implantes tiveram
efeitos positivos, tanto em termos de organizacdo como de composicdo e mecénica tecidual,
variando acerca do nimero de células implantadas (0,5 a 1 x 10°), o veiculo de suspensio
(plasma, solucdo salina tamponada com fosfato), sobrenadante e o tempo de aplicacdo pos-
lesdo - mais de duas semanas - (FORTIER; TRAVIS, 2011).

Estudos demonstraram uma melhora na cicatrizacdo primaria do tenddo e um
melhor alinhamento dos feixes de colageno no grupo que recebeu células-tronco derivadas de
tecido adiposo (UYSAL et al., 2012). Assim como Young et al. (1998), em seu estudo
concluiu que a utilizacdo de CTMs melhorou significativamente a biomecanica, estrutura e,
provavelmente, a funcdo do tenddo de Aquiles apés o tratamento, em relacdo ao grupo
controle.

Pacini et al.(2007) demonstraram que 90% dos cavalos tratados com CTMMO
retornaram as suas funcgdes atléticas pré-lesdo com éxito, além de ndo sofrerem novas lesbes
do tenddo flexor superficial digital ap6s dois anos, enquanto a outra populacdo de cavalos
monitorada que néo utilizaram a terapia celular, voltaram a sofrer lesdes.

Smith et al. (2003) utilizou CTMs derivadas de medula 60ssea autologas de
equinos, apos sua expansdo in vitro, se mostrando eficaz na regeneracdo do tendao flexor
superficial dos animais tratados com lesdo do tenddo. J& Nixon et al. (2008), induziu em
cavalos tendinite, através de colagenase, em oito animais, 0s animais foram tratados com
injecdo de células tronco derivadas do tecido adiposo. O grupo tratado mostrou melhora na
organizacdo do tend&o, a qual foi avaliada pela expressdo proteica oligomérica da matriz da

cartilagem.
3.2 Terapia Celular em Doencas Neurologicas

O estudo das células-tronco nas patologias do sistema nervoso ainda é pouco

estudado, embora haja muitos estudos demonstrando a diferenciacdo das células-tronco
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derivadas de fontes em células nervosas. Até poucos anos atrds, acreditava-se que o sistema
nervoso ndo se regenerava. Contudo, nos anos 90, surgiu o conceito da neurorregeneragéo ou
neurologia regenerativa, o que fez com que despertasse teorias sobre a capacidade de
reparacao das doencas degenerativas (FALAVIGNA, 2007). Estudos demonstraram que o
sistema nervoso central possui a capacidade de responder a lesdo atraves do aumento da
producdo celular e da tentativa de regeneragdo (RICE; SCOLDING, 2004). Além disso, foi
observado que novos neurdnios sdo gerados continuamente no sistema nervoso adulto e se
integram em circuitos funcionais. Porém estes sdo gerados apenas, em condi¢Ges normais, em
duas regides especificas: na camada subgranular do giro denteado do hipocampo e na zona
subventricular proxima aos ventriculos laterais (MENDEZ-OTERO et al., 2007). Ha trés
eventos principais que devem estar inter-relacionados e que marcam a neurorregeneracdo: a
protecdo endogena por fatores de crescimento, neurogénese e neurorregeneracao (COSTA,
2012).

As doengas neurolégicas, geralmente, ndo possuem um prognéstico favoravel,
devido o mecanismo do sistema nervoso ser extremamente complexo e causam danos,
frequentemente, irreversiveis. Por mais que o SNC abrigue células com potencial
regenerativo, ele ndo consegue recruta-las de maneira efetiva (CARRION et al., 2009).
Portanto, a terapia celular surge como esperanca no tratamento de lesdes degenerativas e
traumaticas. O ideal seria utilizar as células-tronco neurais do proprio individuo a ser tratado
(MENDEZ-OTERO et al., 2007), mas ja se sabe que células-tronco derivadas de outras fontes
podem se diferenciar e serem utilizadas nas terapias. Geralmente as células de elei¢do nestas
terapias seriam as embrionarias, entretanto, sdo estudadas também as derivadas de medula
0ssea e do sangue do corddo umbilical, estas sdo0 mais seguras se comparado as anteriores,
mas ndo tem o mesmo potencial de diferenciagdo (NARDI; BRAGA; CAMASSOLA, 2013).

Os problemas mais comuns que atingem o sistema nervoso dos cées sdo:
epilepsias, discopatias e infeccdo pelo virus da cinomose. As neuropatias traumaticas sao
comuns e ocorrem devido a golpes mecanicos, fraturas, pressoes, estiramentos, laceracfes ou
a injecbes de agentes no interior ou arredores dos nervos. Além destas, outras doengas
neuroldgicas também sdo, relativamente, frequentes como a sindrome da cauda equina,
sindrome de Wobbler, subluxacdo atlanto-axial, doencas do sistema vestibular, lesdes
cerebelares, neoplasias encefalicas e das meninges, infecgdes neurologicas, doencas
degenerativas (mielopatia degenerativa e sindrome cognitiva do cdo idoso), isquemia cerebral,
entre outras (DOCTOR.VET, 2013).
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Estudos em roedores demonstraram a capacidade de mielinizagdo de ax6nios das
lesbes espinhais através da diferenciacdo das células-tronco embrionarias humanas em
oligodendrocitos, o que promoveu uma melhoria funcional, devido a secrecdo de fatores

troficos ou remielinizacao dos axdnios (KEIRSTEAD et al., 2005).

3.2.1 LesOes na Coluna Vertebral

As lesdes de coluna sdo uma das causas mais comuns de problemas locomotores
dos animais, podendo ser ocasionada por inimeros fatores, sendo os acidentes de transito um
dos grandes motivos para o desenvolvimento destes problemas. Além disso, pode estar
associada a raca, idade e sexo. As causas mais comuns da disfuncdo da medula espinhal
podem ser de origem aguda (traumatismo, hérnia de disco intervertebral tipo I, embolismo
fibrocartilaginoso), subaguda (discoespondilite), progressiva crénica (neoplasia, hérnia de
disco intervertebral tipo Il, sindrome da cauda equina ou malformacdes das vértebras
cervicais) e, por fim, progressiva em jovens, a luxacdo atlantoaxial (ARAUJO, 2011). Estas
disfuncdes podem acarretar lesbes sérias na medula, o que pode levar a problemas
locomotores graves e irreparaveis, dependendo do tempo. O trauma medular é, relativamente,
frequente e deve ser considerado emergencial, limitando a extensdo dos danos ao tecido
neuronal e favorecendo a recuperacdo neuroldgica do paciente (ARIAS et al., , 2007). A
sintomatologia das lesdes de coluna podem ter sinais clinicos progressivos ou ndo
progressivos e variam conforme o local atingido, podendo ser cervical: Cl1 a Cb5;
cervicotoracica: C6 a T2; toracolombar: T3 a L3 ou na lombossacra: L4 a S3 (BIRCHARD;
SHERDING, 2008).

As discopatias sdo alteracfes nos discos localizados entre as vértebras, o que
ocasiona a compressao da medula espinhal ou de alguma raiz nervosa, levando a dor intensa
até a perda da sensibilidade e paralisia dos membros, além de poder levar a retencéo urinaria e
retencdo fecal (BIRCHARD; SHERDING, 2008). Lesbes agudas da coluna vertebral sdo
comuns em caninos e felinos que levam a perda de tecido, incluindo feixes de fibras
mielinizadas encarregadas dos impulsos nervosos. Este tipo de lesdo é vista com grande
desanimo entre os médicos veterindrios pela baixa taxa de recuperacdo destes pacientes
(GADE et al., 2012).

As células-tronco, neste caso, tém o objetivo de reconstituir a comunicagdo entre
0 cérebro e dos membros (JEFFERY et al., 2001). O tratamento com as células-tronco vem

dando esperanca para estes casos, como tem sido demonstrado em diversos estudos. Ryu
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(2009), em seu estudo, demonstrou a melhora da funcdo neuroldgica em cées com leséo da
medula espinhal quando aplicado células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
(CTMASs), onde houve a melhora da velocidade de transmissao.

Em sua pesquisa, Park et al. (2012) fez a utilizacdo de CTMAs induzidas a
diferenciacdo neuronal, juntamente com Matrigel (scaffold), onde em comparagcdo com o0s
animais controle, tiveram uma melhora significativa e apresentaram maior apoio sobre as
patas traseiras e reducdo da fibrose. Alem disso, a expressdo de neurotrofinas, como o fator de
crescimento do nervo (NGF) e neurotrofina-3 foi aumentada, os marcadores inflamatorios
COX2 e interleucina-6 (IL-6) foram diminuidos, Cdc42 e Racl foram aumentados e Varios
outros marcadores de regeneracdo neural foram aumentadas. Como foi associado CTMAS
com Matrigel, acredita-se que os efeitos anti-inflamatdrios estruturais e potenciais do Matrigel
possam ter melhorado a eficacia das células-tronco mesenguimais neuro-induzidas.

Dasari et al. (2007) investigaram sobre a remielinizacdo axonal em lesdes da
medula espinhal através da utilizacdo de células-tronco do corddo umbilical. Por sua vez,
constatou a diferenciacdo destas em neurdnios, oligodendrdcitos e astrocitos, além do
aparecimento de bainhas de mielina em torno dos axdénios nas areas lesionadas da medula
espinhal e de seu melhor potencial de integracdo nas vias axonais, aumentando assim a
velocidade da conducdo nervosa. Ainda foi relatado que as células-tronco derivadas do sangue
do corddo umbilical ajudam na sintese de proteina bésica de mielina (MBP) e proteina
proteolipidica (PPL) nas areas lesadas, facilitando o processo de remielinizagdo. Com isso,
houve o aumento da funcdo locomotora em 14 dias apds o tratamento, em compara¢do com 0
grupo controle.

Zhao et al. (2002), em seu estudo, demonstraram a melhora sensorial de ratos
afetados por acidente vascular cerebral induzido a partir da utilizacdo de células-tronco
derivadas da medula éssea humana, apds serem enxertadas ao redor da area de infarto uma
semana apoés a isquemia cerebral. Fricker et al. (1999) e Ostenfeld et al. (2000) demonstraram
que os neurdnios maduros derivados do enxerto sdo observados até seis semanas apds a
implantacdo. Véarios estudos sugerem que os fatores neurotréficos desempenham papéis
importantes na plasticidade cerebral. Eles podem melhorar a germinagdo (reorganizagédo
axonal), sinaptogénese, potenciacdo de longo prazo (LTP), e neurotransmissdo, além de

aumentar a libertacdo de neurotransmissores (ZHAO et al., 2002).

3.2.2 Isquemia Cerebral
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A isquemia cerebral é ocasionada pela obstrucdo do fluxo sanguineo ou reducéo
do oxigénio disponivel no sangue ou outras circunstancias, como distirbios metabolicos
associados a deficiéncia nutricional e intoxicacdes, que venham a interferir no aporte
sanguineo no cérebro, podendo ser classificada em focal ou global. A focal é devido a falta de
irrigacdo em uma regido isolada do cérebro e é ocasionada, geralmente, por émbolos, trombos
e ateromas (KUMAR et al., 2008). Ja a isquemia cerebral global é mais grave, pois ha a
diminuicdo da perfusdo generalizada no cérebro, que pode ser acarretado por paradas
cardiorrespiratdrias, ou por hipotensdo severa. Essa diminuicdo da perfusdo sanguinea no
cérebro acarreta lesbes no cérebro devido a queda da oxigenacdo e podem variar conforme o
local onde ocorreu.

As células neuronais possuem diferentes sensibilidades, sendo os neurdnios 0s
mais atingidos pela isquemia, seguido pelos oligodendrdcitos, astrdcitos, micréglia e
elementos fibrovasculares de sustentacdo (SYRING, 2005). Ha regiGes que sdo mais ou
menos sensiveis, variando conforme a demanda metabolica pelos neurbnios. As
primeiramente afetadas sdo hipocampo, cortex cerebral, tAdlamo e nacleos de base (MENDES,
2012). O tempo é vital para determinar a gravidade da lesdo. A diminui¢do da funcédo
neuronal ndo significa que havera morte neuronal e que sera irreversivel (OHTAKI et al.,
2005).

No animal, macroscopicamente podemos ver areas de infarto no cérebro,
caracterizada por uma zona de necrose liquefativa ou por um espaco vazio apés a absorcéo da
necrose (MENDES, 2012). A cascata isquémica pode ocorrer pela diminuicao de 20 a 30% ou
mesmo pela reducdo completa do fluxo sanguineo cerebral, onde o tempo determinard a
extensdo e gravidade da lesdo (OHTAKI et al., 2005). A cascata € pelo desencadeamento de
diversos efeitos secundarios a isquemia, onde inicia a respiracdo celular anaerdbia, formacéao
de lactato e queda do pH das células nervosas. Outro mecanismo € o influxo do célcio, que
pode levar a leséo citotoxica pela liberacdo de mediadores inflamatorios e metabdlitos toxicos
do processo de inflamac@o promovendo neurocitotoxicidade. Essa disfuncdo podera levar a
danos celulares irreparaveis e pode ocasionar lesfes nas regides adjacentes a area isquémica
(TIMM; FLEGEL; OECHTERING, 2008).

A reperfusdo cerebral - restabelecimento do fluxo sanguineo na area da lesdo é
um tratamento efetivo quando realizada o mais rapido possivel. Entretanto, caso haja o
retorno abrupto pode haver alteracGes indesejaveis, levando a exacerbacdo das reacdes
bioquimicas e inicio da formacdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, que séo
danosos as células (MENDES, 2012).
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A isquemia ndo é diagnosticada com frequéncia na medicina veterinaria,
geralmente sdo achados de necropsia de animais com lesdes neuroldgicas graves de carater
idiopatico (GAROSI, 2010). Ha relatos de isquemia cerebral focal em cées idosos com
aterosclerose em decorréncia de hipotireoidismo; casos de nefropatia cronica em caes e gatos,
como sendo a causa priméria da hipertensdo sistémica; a sindrome da disfuncdo cognitiva
(SDC) tem sido associada ao débito cardiaco em felinos, o que predispde a hipoxia cerebral,
principalmente em animais cardiopatas, diabéticos ou com histérico de coagulopatias
(MENDES, 2012). Ja a isquemia global é relatada em pacientes com déficits neurolégico,
respiratério e cardiaco, sendo mais predispostos por ja apresentarem um quadro hipoxémico.
Estes animais, quando submetidos a anestesia, podem ter bradicardia, acarretando na
dificultando da perfusdo sanguinea e, consequentemente, na oxigenacdo cerebral (GODOI et
al., 2009; TIMM et al., 2008). A hipertensdo intracraniana, em animais com traumatismo
craniano, por exemplo, € um fator determinante na isquemia cerebral global, além de
repetidos quadros convulsivos ou de longa duragdo, devido ao esgotamento das reservas
energéticas (MENDES, 2012).

Ha relatos de alguns estudos como o uso de CTMs da polpa dental, como
alternativa terapéutica para os danos neuroldgicos associados a hipoxia cerebral, onde os
resultados sugeriram uma melhora no déficit cognitivo dos animais tratados com CTMs
(MENDES, 2010). Em roedores foi demonstrado que a infusdo intravenosa de células da
medula dssea, bem como do corddo umbilical induzem angiogénese, neovascularizacéo e
neurogénese na zona peri-isquémica (TAGUCHI et al., 2004). Também foi verificado que a
transferéncia de células do corddo umbilical em ratos submetidos a isquemia cerebral
experimental reverte déficits comportamentais e reduz a é&rea de infarto cerebral
(VENDRAME et al., 2004). Estudos vém demonstrando o beneficio do uso das CTs devido
ao aumento da sobrevivéncia celular e angiogénese, melhorando a formacdo sinaptica e

reduzindo a resposta inflamatoria e cicatriz glial (COSTA, 2012).

3.2.3 Sindrome do Disturbio Cognitivo

Os animais possuem grande habilidade de aprendizado, o que podemos constatar
pelo seu uso em diversas funcdes, tais como cées farejadores, cdes guias, pelas simples
fungBes cotidianas de urinar e defecar em certos lugares, at¢ mesmo o adestramento

demonstra sua capacidade de aprendizado e memoria. Os cdes sdo considerados idosos a
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partir dos oito anos de idade, dependendo do porte, baseando-se em evidéncias da reducédo da
funcgéo cerebrovascular a partir desta idade (HEAD, 2001) e os gatos a partir dos doze anos.

A sindrome do distarbio cognitivo (SDC), conhecida popularmente como doenca
de Alzheimer dos animais, acomete cdes e gatos e esta, geralmente, relacionada a senilidade.
Com o aumento da expectativa de vida dos animais de companhia esse tipo de disfuncéo
acaba sendo mais frequente. Ainda ndo se sabe a causa exata deste problema, mas sdo
relatadas alteracbes das funcOes de aprendizagem, memoria, consciéncia e percepcao
(PANTOJA, 2010).

Estudos demonstraram a formagdo de placas senis formadas pelo acaimulo de -
amiléide (AP), que se acumulam principalmente no hipocampo e no cortex frontal
(BALBUENO, 2012). Este deposito se assemelha ao que ocorre na sindrome de Alzheimer,
nos humanos (COTMAN et al., 2002). A extensdo da deposigdo de AP se correlaciona com o
déficit cognitivo (CUMMINGS et al., 1996). Embora a acumulagdo de AP faga parte de uma
série de eventos neuropatoldgicos, é pouco provavel que seja o Unico fator que contribui para
0 declinio cognitivo (COTMAN et al., 2002), para isso sdao necessarios mais estudos para
conhecer a neuropatologia desta doenca. Ha certa dificuldade na diferenciacdo e diagnéstico
do envelhecimento normal e patolégico onde a melhor forma de diagnosticar a SDC é por
exclusdo de outras doencgas (BIRCHARD; SHERDING, 2008).

E caracterizada pela mudanca de comportamento dos animais, principalmente
pelas alteracbes na orientacdo, interacdo socioambiental, ciclo de sono-vigilia, treinamento
higiénico e outras atividades realizadas pelo cdo (PANTOJA, 2010). Os sinais clinicos sao
variaveis e muitas vezes passam despercebidas pelos seus tutores, sendo tipico dos animais
com este disturbio o comportamento destrutivo, a mic¢do ou a defecacdo em locais
inapropriados, a vocalizagdo excessiva principalmente & noite, o olhar fixo para a parede,
pressdo da face em superficies, dorme mais durante o dia e menos durante a noite, andar
sem rumo, a diminuig&o da resposta a estimulos verbais, a deméncia, ndo reconhecimento das
pessoas, solicita menos atengdo, menor receptividade, entre outros (CURTIS, 2010).

As principais mudancas morfofisioldgicas encontradas sdo a atrofia cortical,
aumento do tamanho dos ventriculos, diminuicdo da quantidade de neurbnios e
principalmente a redu¢do de antioxidantes enddgenos e o acamulo de f-amiloide. Além disso,
apresentam alteracOes vasculares e espessamento de meninge (COSTA, 2012).

Estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de restaurar a fungéo de doencas
degenerativas como a doenca de Alzheimer (LINDVALL; KOKAIA, 2010) e, por

conseguinte, se acredita no seu potencial terapéutico, também, para a sindrome do disturbio
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cognitivo. A substituicdo neuronal visando a restauracao funcional € muito complexa, pois as
células-tronco tém que ser pré-diferenciadas, in vitro, em muitos diferentes tipos de
neuroblastos antes de serem implantados em varias areas do cérebro.

No experimento de Kim et al. (2013), a injecdo de células-tronco derivadas da
membrana amnidtica de humanos (AMSCs) em camundongos mostrou uma melhora
significativa e duradoura na doenca de Alzheimer e melhoria na funcdo de memoria via
mecanismos imunomoduladores e paracrinos. Além destes estudos ja citados, outros também
vém avancando, com a possibilidade de tratamento para estas doencas neurodegenerativas
(LIVESEY, 2012, GOUGH, 2007).

3.2.4 Sequela de Cinomose

A cinomose canina é uma doenca infectocontagiosa, causada por um Morbilivirus
da Familia Paramyxoviridae. Pode acometer caes de diferentes idades, raga e sexo, mas com
predilecdo por animais jovens e ndo-vacinados. Tem sintomatologia mutissistémica e possui
elevada taxa de mortalidade. Os principais sinais observados sdo: cegueira, convulsdes,
ataxias cerebelar, vestibular ou sensorial, mioclonias, anorexia, corrimento nasal e ocular,
febre, tosse e vomito (VANDEVELDE; CACHIM, 1992). A morte geralmente resulta de
acentuado envolvimento do sistema nervoso central (SNC) ou da infecgdo bacteriana
secundaria (CARLTON; McGAVIN, 1998).

Pode ter apresentagdes clinicas agudas, subaguda ou crdnica, com manifestacdes
cutaneas, gastroentéricas, oftalmicas, respiratdrias e neuroldgicas. Na maioria das vezes a
cinomose gera sequelas neuroldgicas nos animais, resultando de lesdes degenerativas e/ou
inflamatorias do SNC (BIRCHARD; SHERDING, 2008). Ela ndo tem um prognostico
favoravel, geralmente, e por mais que o cdo consiga sobreviver fica com sequelas
neuroldgicas, decorrentes da infeccéo.

A cinomose é uma das principais causas de eutanasia nos cées, devido sua alta
morbilidade, alta mortalidade e, mesmo depois do animal tratado, deixa lesGes neuroldgicas
variaveis, podendo ser de carater permanente, como paraplegia, hiperestesia, tremores,
deambulacdo em circulos, convulsdes parciais e generalizadas e mioclonias (HOSKINS,
2004). Alguns pesquisadores, visando desenvolver uma nova abordagem terapéutica, vém
fazendo testes com o uso de células-tronco no tratamento destas sequelas, mesmo assim ainda
ha poucos artigos relacionados ao uso da terapia celular nas sequelas de cinomose, mesmo

sendo umas das principais doencas que atingem o SNC dos caes.
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Um estudo realizado por Brito et al. (2010) com injecao de células mononucleares
de medula dssea alogénicas evidenciou que o tratamento durante a fase virémica da doenca é
ineficaz. Porém a opcdo terapéutica proporcionada pela injecdo sistémica de células
mononucleares de medula dssea alogénicas demonstrou ser uma opc¢ao segura € promissora
para o tratamento das sequelas neurol6gicas de cinomose em cées.

Experimentos demonstraram que injecdes heterdlogas de células mononucleares
de medula 6ssea em cées sem raca definida (SRD) com sequelas neuroldgicas causadas por
cinomose tiveram remissdo dos sinais, na maior parte dos individuos e nao houve formacéo

de neoplasia apds oito meses de acompanhamento (SANTOS, 2010).

3.2.5 Epilepsia

A epilepsia € um problema cronico, onde ha a ocorréncia de convulsdes
recidivantes, entre as quais o animal fica consciente. E uma das patologias neuroldgicas mais
comuns no cdo e no gato, onde estima-se que a prevaléncia varie entre 1,5 a 5,7% no céo e
0,5% no gato. Podem ter causa idiopatica, em virtude de um problema hereditario do cérebro,
ou adquiridas ou primarias, como resultado de uma agressdo cerebral que produz lesdo
cerebral residual. Séo classificados de acordo com a causa em idiopatica em extracranias
(toxinas, doencas metabolicas, hipoglicemia, doenca hepatica, distdrbios eletroliticos, uremia
grave) ou intracraniais (malformacdes congénitas, hidrocefalia, neoplasia, doenca inflamatoria
ou infecciosa, encefalite necrosante, meningoencefalite granulomatosa). A idiopatica é a
causa mais comum em cédes e surge unicamente, sem que haja qualquer lesdo cerebral
subjacente ou outros sinais neurologicos além das convulsées (BIRCHARD; SHERDING,
2008).

Na epilepsia um grupo de células cerebrais se comporta de maneira
hiperexcitavel, podendo ser causada por qualquer condigdo que afete o cortex cerebral, como
consequéncia de anomalias congénitas, infeccdes, intoxicacdes, tumores, doencas vasculares,
doencas degenerativas ou lesdes traumaticas (RIGATTI; BITTENCOURT, 1999). Isso gera
manifestacbes clinicas caracterizadas por alteragbes estereotipadas paroxisticas no
comportamento (LORENZ; KORNEGAY, 2006). Séo classificadas em epilepsia focal,
quando ocorre em apenas um hemisfério cerebral, ou generalizada, quando ocorre nos dois
hemisférios, sendo a segunda a forma mais comum na medicina veterinaria. As crises podem
ser do tipo tonico-clonicas, tonicas, clonicas, atonicas ou mioclonicas (BIRCHARD;

SHERDING, 2008). A mais caracteristica sdo as tonico-clénicas, durando entre 1 a 2 minutos.



38

A apresentacdo clinica vai depender da localizagdo e extensdo da descarga convulsiva,
podendo variar bastante (BIRCHARD; SHERDING, 2008).

Acredita-se que talvez haja uma origem genética, com maior prevaléncia em
animais de racas puras como o Pastor Alemao, o Pastor Belga, o Beagle e os Daschunds e
seja dependente da idade, sendo que a maioria dos animais afetados tém idades
compreendidas entre um a cinco anos, porém isso ndo é confirmado. E comumente observado
também em S&o Bernardo, Cocker, Setter Irlandés, Boxer, Husky, Border Collie e Poodle,
podendo ter carater hereditario (BIRCHARD; SHERDING, 2008)

Ndo h& tratamento curativo, s6 medicamentos que auxiliam a controlar as
convulsdes, reduzindo o nimero e a gravidade. A terapia celular vem como forma alternativa
de tratamento desta doenca. A maioria dos estudos com a finalidade de tratamento da
epilepsia utilizam células progenitoras neurais ou células fetais em modelos experimentais.
Entretanto, a utilizacdo de células-tronco de medula 6ssea tem se destacado nas pesquisas.
Pesquisas demonstraram que as crises epiléticas pode induzir a neurogénese, assim como a
isquemia cerebral (PARENT et al.,, 2003), o que desperta uma maior necessidade de
compreensdo desta forma de regeneracdo neuroldgica. Pesquisas prop6e que o transplante de
células-tronco da medula dssea protege e/ou previne a progressdo da epilepsia cronica.
(FERRO, 2008).

Em seu estudo, Chu et al.(2004) relatou reducdo drastica na frequéncia de crises
epiléticas em ratos induzidos com pilocarpina, que receberam o transplante intravenoso de
células-tronco neurais humanas obtidas da zona ventricular de embrides. Carrion et al.(2009)
descreveram que ao administrar celulas da camada mononuclear da medula dssea via
intravenosa, verificou a migracdo das celulas transplantadas até o cérebro epiléptico e
concluiu que apenas 20% dos animais do grupo transplantado apresentaram crises
espontaneas recorrentes 120 dias ap0s o transplante.

Jeon et al. (2011) obteve resultados que indicaram que as células-tronco de tecido
adiposo de humanos evita ou inibe o desenvolvimento da epilepsia e, por conseguinte, tem
efeito antiepileptogénicos no modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina em ratos. O
estudo sugere que esta pode ser uma fonte potencial para a terapéutica ndo invasiva de

animais com epilepsia.

3.2.6 Parkinson Canino



39

Pesquisas a respeito do Parkinson humano tem desvendado e auxiliado muito no
desenvolvimento da patogenia e dos avancos no tratamento do Parkinson canino. Os estudos
com cultura de células-tronco tem recebido atencdo especial, pois estas demonstraram a
capacidade de regeneracao pos-trauma, mas ndo somente na pesquisa basica neurogénica, mas
também no tratamento das doencas degenerativas em humanos, como a doenca de Parkinson
(CORRAL et al. 2003, LI; FIELD; RAISMAN, 2005, ZHANG et al. 2006). As terapias
celulares visam substituir os neurénios dopaminérgicos que degeneram na doenca, ou ainda,
proteger os que ainda ndo foram perdidos (MENDEZ-OTERO, 2007).

Trounson et al. (2011), em seu estudo com humanos, demonstraram que a
utilizacdo de CTNs cultivados in vitro por varios meses, teve resultados significativos dos
pacientes que receberam as CTNS autdlogas, se comparado com o grupo controle. Estes
estudos levam a crer que ha potencial terapéutico das células-tronco no tratamento dessa

enfermidade.

3.2.7 Doenca do Neurdnio Motor Inferior

O neur6nio motor inferior, junto com o neurdnio sensitivo, compde o arco reflexo.
Seus corpos celulares se encontram na regido ventral da substincia cinzenta e seus axonios
emergem da medula espinhal nas raizes ventrais e passam através dos plexos lombossacrais e
braquiais para formarem os troncos nervosos periféricos para os membros (GONSALEZ,
2009). Os membros pélvicos sdo, frequentemente, mais acometidos do que os toracicos,
inicialmente, com paralisia ascendente, até que os quatro membros sejam acometidos
(NELSON; COUTO, 1994).

A doenca do neurdnio motor inferior (DNMI) tem cardter idiopatico e
progressivo, onde hd a perda aguda de células cérneas ventrais da medula espinhal
(BIRCHARD; SHERDING, 2008). Relatada em diferentes ragas & um distirbio autossomico
hereditario, caracterizada pela degeneragdo prematura de neurdénios motores, principalmente,
da medula espinhal e em graus variados, no tronco cerebral. Ela causa debilidade
neuromuscular (paraparesia ou tetraplegia) que progride por duas a quatro semanas até a
eutanasia, mas as fungdes sensitivas e autonomas sdo preservadas. O tonus muscular fica
diminuido, e todos os reflexos espinhais estdo diminuidos ou ausentes (NELSON; COUTO,
1994). Ha a rapida atrofia da musculatura (BIRCHARD; SHERDING, 2008), pela

denervacao.
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E uma doenca que ndo possui um tratamento eficaz, portanto o uso de células-
tronco surge como candidato a terapia. A investigacdo vem sendo desenvolvida,
principalmente na patologia humana conhecida como Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), a
qual possui patogenia semelhante a DNMI. Até o momento, a terapia com a simples
administracdo das células-tronco nos locais onde ha degeneracdo celular tem sido sem
sucesso. Voltarelli (2004), em seu estudo, obteve metade dos pacientes ndo houve beneficio,
alguns tiveram desaceleracdo da doenca ou estabilizagdo, ndo obtendo resultados
significativos. Corti et al. (2007) testaram um tratamento a partir da estimulagéo in vitro de
uma subpopulagdo de células-tronco neuronais as quais foram transplantadas para a coluna
vertebral de camundongos. Os que receberam CTNs tiveram uma diminuigdo na progressao

da doenca e sobreviveram, aproximadamente, 23 dias a mais que 0 grupo controle.
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4 CONCLUSAO

Com este estudo, conclui-se que a terapia celular apresenta uma grande
possibilidade de tratamento de diversas afeccdes do sistema nervoso e muscular,
principalmente com o uso das células-tronco adulta, onde tem se desenvolvido muitos estudos
a respeito de sua utilizacdo e com bons resultados. Entretanto ainda faltam desenvolver
estudos a seu respeito até a sua utilizagdo em larga escala nas clinicas veterinarias. Antes, tem
que estabelecer protocolos de isolamento, local de aplicacéo e doses. O uso das células-tronco
visa a reparacdo da funcdo das células e tecidos lesados, pela sua capacidade de diferenciacao
nas mais diversas células do organismo. As células-tronco tem se mostrado muito favoraveis
ao uso em terapias de doencas como isquemias cerebrais e cardiacas, lesdes de tenddo,
sindrome do distarbio cognitivo, cinomose, epilepsia, Parkinson, porém ainda ndo se tem
certeza de como elas atuam e se servirdo como tratamento, ou quem sabe, cura para doengas.
Com isso, deve-se investir mais em pesquisas a respeito das células-tronco, para assim abrir a

possibilidade de tratamento das atuais doencas intrataveis.
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