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Resumo

A bronquite cronica canina é uma doenca que se caracteriza por apresentar um quadro de inflamacdo cronica das vias
aéreas, hipersecrecdo de muco e tosse cronica perdurando por periodos superiores a 2 meses de duragdo. Entretanto,
as abordagens terapéuticas atuais vém se mostrando pouco eficazes quanto a prevencdo ou reversdo de todos os
aspectos patoldgicos da doencga. Sendo assim, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas que se apresentem
seguras e eficazes, sdo de fundamental importancia no tratamento de pacientes acometidos pela bronquite crbnica
canina. A terapia com células-tronco vem se apresentando ao mercado veterinario como uma opcao terapéutica segura
e eficaz no tratamento de diferentes doengas que acometem os pequenos e grandes animais. Desta forma, o presente
estudo tem por objetivo analisar a seguranca e eficdcia do tratamento da bronquite crdnica canina, por meio do
transplante com células-tronco.

Palavras-chave: Células-tronco; Bronquite canina; Terapia celular; Seguranca terapéutica; Eficacia terapéutica.

Abstract

Canine chronic bronchitis is a disease that is characterized by chronic inflammation of the airways, mucus
hypersecretion and chronic cough lasting for periods longer than 2 months. However, current therapeutic approaches
have been proving to be ineffective in preventing or reversing all the pathological aspects of the disease. Therefore,
the development of new therapeutic approaches that are safe and effective are of fundamental importance in the
treatment of patients affected by canine chronic bronchitis. Stem cell therapy has been presented to the veterinary
market as a safe and effective therapeutic option in the treatment of different diseases that affect small and large
animals. Thus, the present study aims to analyze the safety and efficacy of the treatment of canine chronic bronchitis,
through stem cell transplantation.

Keywords: Stem cells; Canine bronchitis; Cell therapy; Therapeutic safety; Therapeutic effectiveness.

Resumen

La bronquitis cronica canina es una enfermedad que se caracteriza por inflamacion crénica de las vias respiratorias,
hipersecrecion de moco y tos cronica con una duracién superior a los 2 meses. Sin embargo, los enfoques terapéuticos
actuales han demostrado ser ineficaces para prevenir o revertir todos los aspectos patoldgicos de la enfermedad. Por
ello, el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos que sean seguros y efectivos son de fundamental importancia en el
tratamiento de los pacientes afectados por bronquitis crénica canina. La terapia con células madre se ha presentado al
mercado veterinario como una opcién terapéutica segura y eficaz en el tratamiento de diferentes enfermedades que
afectan a pequefios y grandes animales. Asi, el presente estudio tiene como objetivo analizar la seguridad y eficacia
del tratamiento de la bronquitis crénica canina, a través del trasplante de células madre.

Palabras clave: Células madre; Bronquitis canina; Terapia celular; Seguridad terapéutica; Eficacia terapéutica.
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1. Introducgéo

Com o constante avango tecnoldgico voltado para a medicina veterinaria os animais, sejam de companhia ou
producdo, vém tendo sua expectativa de vida elevada significativamente. Como resultado tem se observado um aumento de
doencas até entdo de baixa incidéncia ou até 0 momento inexistentes. Quando se avalia a comunidade de cées e gatos observa-
se que as mesmas tém aumentado significativamente nos Gltimos anos. Segundo o censo do IPB (Instituto Pet Brasil) realizado
em 2021, o Brasil é o terceiro pais em nimero de animais domésticos com aproximadamente 149,6 milhGes de animais,
ficando atras apenas da Argentina e do México. Segundo a consultoria alema GFK a preferéncia da populagdo nacional é por
cachorros uma vez que 58% das casas tém cées, 28% tém gatos, 7% tém peixes e 11% tém aves (FOBES).

A bronquite crbnica canina (CCB) é uma doenca que se caracteriza por apresentar um quadro de inflamagéao cronica
das vias aéreas, hipersecrecdo de muco e tosse cronica perdurando por periodos superiores a 2 meses de duracdo. Sua etiologia
esta associada a causas alérgicas e/ou infecciosas dentre as quais as mais relevantes sdo a fumaca de cigarro, poluicdo
atmosférica e infec¢do (Rozansky, 2014). Na CCB, a neutrofilia, 0 edema da mucosa e a perda de células epiteliais ciliares
contribuem para o estreitamento das vias aéreas, alteragdes na mecanica pulmonar e uma depuragdo mucociliar ineficiente de
patdgenos e particulas das vias aéreas. Portanto, estas alteragdes estruturais tendem a predispor os pacientes a complica¢des
respiratérias com potencial de levar o paciente a dbito (McKiernan, 2000).

Embora a tosse seja a principal queixa dos tutores, é importante que o tratamento tenha como foco principal a
inflamacdo subjacente uma vez que esta ndo sé perpetua a tosse, mas também leva a alteracfes estruturais que podem ser
permanentes, levando a uma diminuicdo da funcdo pulmonar ao longo do tempo. O tratamento padrdo para CCB envolve a
administracéo de corticosteroides ao longo da vida do paciente embora sejam contraindicados para cdes com comorbidades
com diabetes mellitus e doencas cardiacas. A utilizacdo de supressores de tosse isoladamente ndo é uma abordagem terapéutica
adequada, pois tendem a diminuir os sinais clinicos sem diminuir a inflamac&o das vias aéreas, permitindo assim a progressdo
da doenca (McKiernan, 2000).

As células progenitoras adultas multipotentes (CPAMSs), também conhecidas na literatura cientifica como células-
tronco mesenquimais, encontram-se em estagio de quiescéncia nos tecidos, sendo responsaveis por assegurar a homeostase
tecidual durante o transcorrer da vida dos animais. As CPAMSs se caracterizam por serem células indiferenciadas, fusiformes,
longas, achatadas e morfologia fibroblastéide que possuem a habilidade de se aderir a superficies poliméricas além de
apresentar elevado potencial de proliferacdo celular e capacidade de se diferenciar em linhagens osteogénica, condrogéncia e
adipogéncias (Mazzeo, 2019). Devido ao seu potencial de expansdo in vitro e manutengdo de suas propriedades
imunomodulatérias, paracrinas e de diferenciacdo, mesmo apés longos periodos de criopreservacdo, as CPAMs surgem como
uma opc¢ao para o desenvolvimento de estudos in vitro e in vivo.

Na medicina veterinéria a terapia com células-tronco vem sendo utilizada com sucesso no tratamento de diversas
condicBes clinicas que acometem tanto os pequenos como grandes animais (Santos, 2023). Dentre estas temos a sequela
neuroldgica de cinomose (Santos, 2019), gengivite estomatite felina (Assis, 2017), lesdes inflamatdrias intestinais (Cristébal,
2021), lesBes oculares (Villatoro, 2015), lesdes dermatoldgicas (Villatoro, 2018), lesdes tendineas (Smith, 2005), laminite
(Mendes, 2021), osteoartrites (Black, 2007), trauma medular (Mukhamedshina, 2019), hipoplasia medular (Gatti, 2014),
doenca renal (Santos, 2020) e aplasia medular (Braga, 2020). Com base nestes estudos inimeras empresas tém disponibilizado
ao mercado veterinaria esta nova abordagem terapéutica dentre as quais temos a VetStem (Estados Unidos da América), Stem
Cell Vet (Inglaterra), Vetherapy (Portugal) e CELLTROVET (Brasil). Portanto, a terapia com células-tronco ja é uma

realidade no mercado veterinario mundial.
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O objetivo deste estudo é determinar a possivel seguranca e eficacia terapéutica das CPAMs alogénicas, derivadas de
tecido adiposo de cées, visando melhoria na qualidade de vida dos pacientes acometidos por um quadro de bronquite crénica

canina.

2. Metodologia
Selecdo de animais doadores de tecido adiposo

Os 5 animais doadores de tecido adiposo foram selecionados a partir de populagdes de pacientes de clinicas
veterinarias da cidade de Sao Paulo, mediante o consentimento livre e esclarecido por parte dos tutores. As CPAMs utilizadas

no presente estudo foram obtidas a partir de animais jovens, saudaveis e com até seis meses de vida.

Sele¢éo de animais para o estudo

Foram submetidos ao estudo piloto 8 cées (dois Poodle, um Lulu da Pomerania, trés Yorkshire Terrier, um Chihuahua
e um Piquinés), sendo cinco machos intactos e trés fémeas intactas, com idades variando de 7 anos e 6 meses a 12 anos e 4
meses, pesando de 2 Kg a 5 Kg, acometidos pela bronquite cronica canina (Tabela 1). Os pacientes para pré-tratamento foram
avaliados por meio do perfil hepatico (ALT e FA); fungdo renal (ureia, creatinina, alboumina, sédio, potéssio e calcio);
eritrograma, leucograma, radiografia toracica e ultrassonografia abdominal. Clinicamente os pacientes foram analisados quanto
aos sintomas de tosse moderada a intensa, cianose, dispneia expiratdria, hipersecre¢do ou secre¢cdo mucopurulenta, colapso
traqueal, sibilos expiratérios, obesidade, exaustdo e intolerdncia ao exercicio. Pacientes acometidos por neoplasma, quadro

infecioso, hipertensdo ou hipotensao foram excluidos do estudo.

Tabela 1 - Os cées foram identificados no texto como co e seus respectivos nimeros. A tabela apresenta a caracteristica de

raca, sexo, idade (A =anos e M = meses) e peso.

CAo1 CA02 CAO 3 CAO 4 CAOS5 CAO 6 CAO7 CAo 8
RACA Poodle Poodle Luluda Pomerdnia Yorkshire Terrier Yorkshire Terrier Yorkshire Terrier Chihuahua Piquinés
SEXO Fémea Macho Macho Fémea Macho Macho Macho Fémea
IDADE 8A7M 12A1M 7A6 M 10A2 M 8A3 M 12 A4 M 11A1M 13A7M
PESO 5,2 kg 5,3 kg 3,2 kg 4,9 kg 5,2 kg 5,1 kg 2,8 kg 5,7 kg

Fonte: Autoria propria.

Analise Molecular

Foi coletada uma amostra de sangue para a anélise da presenga de herpes virus canino (HVC), virus da cinomose
(CDV), Ehrlichia canis (ECA), Babesia spp. (BAB), Hepatozoon spp. (HEP), Anaplasma platys (ANP), Bartonella spp.
(BAR), Brucella spp. (BRU), Borrelia burgdorferi (BBU), Rickettsia app. (RIC), Leishmaniose app (LEI) e mycoplasma spp
(MYC). através da amplificacdo de fragmentos dos respectivos genomas pelo método da reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) em materiais extraidos (RNA e DNA). Os RNAs foram extraidos com Trizol (Invitrogen) e utilizados para sintese de
cDNA através de transcricdo reversa com superscript Il (Invitrogen). Os DNAs foram extraidos utilizando-se o DNAzol
(Invitrogen). ReacOes positivas apresentam fragmentos de DNA de 136 pb (HVC), 287 pb (CDV), 959 pb (ECA), pb (HEP),
551 pb (BAB), 574 pb (HEP), 504 pb (ANP), 379 pb (BAR), 280 pb (BRU), 262 pb (BBU), 549 pb (RIC), 120 pb (LEI) e 595

pb (MYC) (Tabela 2). Foram submetidas a cada pesquisa duas amostras extraidas, controles positivo e negativo.
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Tabela 2 - Primeres utilizados para amplificar fragmentos das regides alvo do herpes virus canino (HVC), virus da cinomose
(CDV), Ehrlichia canis (ECA), Babesia spp. (BAB), Hepatozoon spp. (HEP), Anaplasma platys (ANP), Bartonella spp.
(BAR), Brucella spp. (BRU), Borrelia burgdorferi (BBU), Rickettsia app. (RIC), Leishmaniose app (LEI) e mycoplasma spp
(MYC).

PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE FRAGMENTO APLIFICADO REGIAO ALVO
HVC 5- ACAGAGGTTGATAGAAGAGGTATG- 3 5 - CTGGTGTATTAAACTTTGAAGGCTTTA -3 136 pb Glicoproteina B
CVD 5" -ACA GGA TTGCTGAGGACC TAT -3’ 5'-CAA GAT AAC CAT GTA CGGTGC - 3’ 287 pb Nucleoproteina
ECA 5-CATTATCATTTCAATACGTAACTC-3' 5 -TTTTGATTTTCTTCTGACATAGTG- 3’ 959 pb 16S rRNA
BAB 5" - CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA -3’ 5'- GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3" 551 pb 18S IRNA
HEP 5-GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3 5 -ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3 574pb 18S Sma
ANP 5 - AAGTCGAACGGATTTTTGTC-3 5 - CTCTCCCGGACTCTAGTC- 3 504 pb 16S IRNA
BAR 5'- GGGGACCAGCTCATGGIGG - 3 5 - AATGCAAAAAGAACAGTAAACA -3 379 pb gltA
BRU 5'- GTCGCGGATTCTACCTCACCT -3 5 - TAAGCAGGTAAGAGGCAATTT -3 280 pb virB2
BBU 5'- CCCCACCCAATTATACTAGC -3’ 5' - GTCGCGTCACAAACATTAAG- 3’ 262 pb flge
RIC 5 -CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT -3 5 - GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT - 3 549 pb gltA
LEl 5 -GTGGGGGAG GGG CGT TCT -3 5 - ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT -3 120 pb Minicirculo do Cinetoplasto
MYC 5-ATGTTGCTTAATTCGATAATACACGAAA -3 5 - ACRGGATTACTAGTGATTCCAACTTCAA -3' 595 pb 165 do rRNA

Fonte: Autoria propria.

Isolamento e caracterizacdo das CPAMs-TAC

O tecido adiposo obtido no momento da castracdo foi encaminhado para o Laboratério da CELLTROVET onde foi
lavado em PBS 1x (phosphate buffered saline) de forma a retirar sangue e debris. Ap6s a lavagem o tecido foi mantido durante
30 minutos a 37°C, 5% de CO em presenga de 0,075% de colagenase tipo 1V (Sigma-Aldrich®). Foi adicionado 5 mL de meio
basal, sendo o sobrenadante retirado e centrifugado durante 5 minutos a 200xg. O precipitado foi suspenso e transferido para
uma garrafa de cultivo de 25 cm? a qual foi mantida a 37°C, 5% CO, durante 48 horas em presenca de meio basal, quando o
mesmo foi trocado. Os repiques subsequentes foram feitos por meio de a¢do enzimatica utilizando 0,025% de tripsina
(Invitrogen®). As CPAMs foram divididas em aliquotas de 2x108, suspensas em meio de congelamento (10% de DMSO, 70%
de soro fetal bovino e 20% de meio basal) e armazenadas em nitrogénio liquido. As CPAMs foram administradas com menos
de 1 ano de armazenamento. Para serem aplicadas nos cdes, as células foram descongeladas e o meio de criopreservacéo
removido (Santos, 2020).

Para a andlise proliferativa foi isolada uma colénia das CPAMs-TAC expandida até atingir uma confluéncia de 70%
em uma placa de 25 cm? As células foram removidas por meio de agdo enzimatica (tripsina 0,025%, Invitrogen®) e
distribuidas, em triplicatas, sobre placas de 60 cm? na concentragdo de 10° células. Apds 48 horas de cultivo, as células foram
removidas e replaqueadas. O processo foi repetido até a 12° passagem. A viabilidade celular foi determinada por meio da
analise de azul de Tripan, evidenciando uma taxa de 96% de células vidveis (Santos, 2020).

O potencial osteogénico das CPAMs-TAC foi demonstrado por meio da coloragdo de Von Kossa, apds as células
terem sido mantidas em cultura durante 21 dias em presenga do meio de diferenciacdo osteogénico ((Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — Low Glucose, Invitrogen®), 1% de 10-5 M de dexametasona (Sigma-Aldrich®), 1% 5 mM de acido
ascérbico (Sigma-Aldrich®), 10% de soro fetal bovino (HyCloneTM) e 1% de Penicillin-Streptomycin (penicilina G 10.000
Ul/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL, Invitrogen®)). A troca do meio foi realizada a cada 3 ou 4 dias. No 10° dia foi
adicionado 1% de 200 mM de B-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich®)(Santos, 2020).

Para a analise do potencial de diferenciacdo adipogénico as CPAMs-TAC foram cultivadas em meio de diferenciacéo
adipogénico ((Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Low Glucose, Invitrogen®), 10% de soro fetal bovino (HyCloneTM), 1
mM de dexametasona (Sigma-Aldrich®), 100 mM de endomentacina (Sigma-Aldrich®), 0,5 M de isobutilmetilxantina
(Sigma-Aldrich®) + 10 pM de insulina (Sigma-Aldrich®) e 1% de PenicillinStreptomycin (penicilina G 10.000 Ul/mL,
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estreptomicina 10.000 pg/mL, Invitrogen®)), durante 21 dias. A marcacdo foi realizada por meio por Oil Red O (Sigma-
Aldrich®)(Santos, 2020).

O potencial de diferenciacdo condrogénico foi demonstrado por meio da marcacdo por azul de toluidina (Sigma-
Aldrich®) ap6s as CPAMs-TAC terem sido cultivadas durante 21 dias em presenca do meio de diferenciacdo condrogénica
((Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — High Glucose, Invitrogen®) suplementado com 1% de soro fetal bovino
(HyCloneTM), 6,25 mM de insulina (Sigma-Aldrich®), 0,1 mM de dexametasona (Sigma-Aldrich®), 1 mM de piruvato de
sodio (Invitrogen®), 10 ng/mL TGF-B1 (R&D System, LGC Biotechnology) ¢ 1% de PenicillinStreptomycin (penicilina G
10.000 Ul/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL, Invitrogen®))(Santos, 2020).

Transplante das CPAMs-TAC

Os pacientes foram submetidos a trés transplantes com as CPAMs-TAC com intervalo médio de 30 dias entre cada
procedimento. Foi utilizada a dose de 4 x 10® CPAMs-TAC. As CPAMs-TAC foram descongeladas em banho maria a 37°C
por 2 minutos e transferidas para um tubo polietileno de 15 ml sendo acrescentada solucéo fisioldgica na proporcéo de 1:1. O
concentrado celular foi homogeneizado e centrifugado a 210xg por 5 minutos & temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado adicionando-se 3 ml de solucdo fisiolégica. O precipitado celular foi ressuspenso e homogeneizado sendo
posteriormente centrifugado a 210xg por 5 minutos a temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido por mais 2 vezes.
Em seguida as CPAMSs-TAC foram ressuspensas em 5 ml de solu¢do fisioldgica e homogeneizadas para serem posteriormente
transplantadas pela via endovenosa (veia cefélica) sem sedacdo. Analise da viabilidade das CPAMs-TAC, apds o

descongelamento, foi realizada por meio da coloracdo com Triplan Blue, apresentando valor superior a 90% de viabilidade.

Monitoramento dos animais submetidos ao transplante células com a linhagem CPAMs-TAC

Os cdes tratados no presente estudo foram submetidos a exames clinicos e laboratoriais estando os pacientes
vacinados e vermifugados. Os exames formam realizados nos dias 0, 15, 30, 45 e 60 além de 180 dias apds o terceiro
transplante. O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da CELLTROVET sob o nimero 4/2022.

Andlise da Eosinofilia

Apbs jejum noturno, seis mililitros de sangue foram coletados por pun¢do venosa (veia jugular), sendo transferidos
para tubos séricos de heparina sodica. O sangue foi deixado coagular por pelo menos 15 minutos a temperatura ambiente e
centrifugado a 1.720xg por 20 minutos. O soro foi colhido e as aliquotas armazenadas a -20°C. A eosinofilia foi avaliada nos
dias 0, 15, 30, 45 e 60 alem de 180 dias apds o terceiro transplante. As amostras foram coradas de Wright e submetidas a

contagem.

3. Resultados e Discusséo

A terapia celular com células-tronco vem se mostrando, por meio de seus mecanismos de acdo, extremamente
promissora no tratamento de diversas doengas que acometem os cdes como cinomose (Santos et al., 2019), displasia
coxofemoral (Black et al., 2007), ceratoconjutivite seca (Wei et al., 2022), doenca renal (Santos et al., 2020) e aplasia medular
(Gatti et al., 2014). O potencial reparativo das CPAMs-TAC permite que, uma vez introduzidas no organismo, adquiram a
morfologia e funcionalidade de qualquer tipo celular possibilitando a restauracdo de tecido lesionado resultando na cura ou
melhoria da qualidade de vida do paciente.

Embora os mecanismos envolvidos nos processos de atuagdo das CPAMs ainda ndo tenham sido completamente

compreendidos, sabe-se que atuam modificando o microambiente por meio da secre¢do de fatores paracrinos e/ou endécrinos.
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Estes potencializam os processos de reparagdo tecidual, por meio de sua capacidade proliferativa, plasticidade, sinalizagdo
celular, producéo de biomoléculas, fatores de crescimento e imunomoduladores. (Fu et al., 2019).

No presente estudo, as CPAMs-TAC foram isoladas a partir do tecido adiposo de cinco cédes jovens e saudaveis
estabelecendo-se cinco linhagens distintas as quais foram denominadas de CPAMs-TAC1, CPAMs-TAC2, CPAMs-TACS,
CPAMs-TAC4 e CPAMs-TACS. As CPAMs-TAC foram caracterizadas com base em sua capacidade de adesdo ao plastico,
morfologia fibroblastoide (Figura 1A), capacidade de diferenciacdo adipogénica (Figura 1B), condrogénica (Figura 1C) e
osteogénica (Figura 1D) além de alto potencial de proliferacdo celular (Figura 2). Foi observado um crescimento exponencial
até a 92 passagem, apds a qual identificou-se um decaimento na curva de crescimento. Quando injetadas em camundongos
nude, as cinco linhagens ndo foram capazes de induzir a geragdo de teratocarcinomas. Os dados obtidos demonstraram que as
cinco linhagens apresentaram potencial equivalente. Por se tratar de um tratamento alogénico, os animais doadores foram
testados quanto a reagdes positivas para fragmentos de DNA de 136 pb (HVC), 287 pb (CDV), 959 pb (ECA), pb (HEP), 551
pb (BAB), 574 pb (HEP), 504 pb (ANP), 379 pb (BAR), 280 pb (BRU), 262 pb (BBU), 549 pb (RIC), 120 pb (LEI) e 595 pb
(MYC), nédo tendo sido detectada a presenca dos patdgenos. Desta forma, evita-se a possivel transmissdo dos mesmos aos

animais receptores (Santos et al., 2020).

Figura 1 — Aspecto morfoldgico fibroblastoide (A) das células-tronco isoladas a partir do tecido adiposo de cdo (CPAMs-
TAC). Imagens representativas das diferenciagdes adipogénica (B), condrogénica (C) e osteogénica (D) das CPAMs-TAF.
Obijetivas 1x (A), 40x (B) e 20x (C, D).

= &

Fonte: Autoria propria.
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Figura 2 - Gréafico representativo da analise proliferativa das CPAMs-TAC. O crescimento das células foi analisado em um

intervalo de 72 horas entre os repiques realizados por meio de acdo enzimatica.
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Fonte: Autoria propria.

A utilizacdo terapéutica das CPAMs no tratamento da bronquite, vem sendo extensamente estudada em modelos
murinos estando constantemente associada ao processo de reparacdo das células epiteliais e das vias aéreas. As CPAMs atuam
de forma a reduz a perda epitelial, diminuir a taxa de apoptose epitelial, reduzir a deposicéo de coldgenos nas paredes do tecido
e promover tolerancia imune por meio do processo de proliferacdo de células T reguladoras (Tregs) e secrecdo de citocinas
reguladoras (Zheng, 2017; Isik, 2017; Lin, 2021).

Os pacientes selecionados para o estudo foram analisados clinicamente quanto aos sintomas de tosse moderada a
intensa, cianose, dispneia expiratoria, hipersecrecdo ou secre¢do mucopurulenta, colapso traqueal, sibilos expiratorios,
obesidade, exaustdo e intolerdncia ao exercicio. Pacientes acometidos por neoplasma, quadro infecioso, hipertensdo ou
hipotensao foram excluidos do estudo.

No inicio do estudo os oito cdes apresentavam indices bioquimicos dentro da normalidade, um quadro de sobrepeso,
intolerancia ao exercicio, apatia, ausculta torécica anormal, tosse intensa, dispneia e sibilos expiratérios, hipersecrecdo e
eosinofilia grave (11.201 - 12.999/uL; referéncia: 100- 1.250/uL), com o lavado broncoalveolar apresentando inflamacéo
neutréfica e eosinofilica. Por meio da anélise das radiografias de térax foi possivel identificar padrdes bronquicos com
deteccdo de manguito peribrénquico. Estes dados demonstram que 0s oito pacientes estavam sendo acometidos por um quadro
de bronquite.

A linhagem CPAMs-TACL foi e transplantada pela via endovenosa, por meio da veia cefalica, nos oito pacientes de
forma a testar sua seguranga e eficacia terapéutica. Os transplantes foram realizados nos dias 0, 30 e 60 seguido de
acompanhamento quinzenal dos pacientes.

A via endovenosa se caracteriza por ser de facil execucdo, pouco invasiva, com elevada taxa de sobrevivéncia das
células transplantadas e menos traumatica, permitindo repetidas aplicages com minimos efeitos colaterais (Santos, 2017). As
CPAMSs-TACL1 foram administradas em baixas concentracdes e lentamente, uma vez que estudos sugerem a possivel geracao
de tromboembolismo pulmonar ou infartos, quando uma elevada concentragdo celular é administrada rapidamente pela via
endovenosa (Prockop & Olson, 2007; Moll et al., 2012).

Né&o foram identificados efeitos adversos as infusdes das CPAMs-TAC1 como nausea, vOmito e alteracdo da pressao

arterial, demonstrando que o transplante foi bem tolerado pelos oito cdes. O acompanhamento dos pacientes ndo revelou a
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ocorréncia de qualquer tipo de patologia associada a formacdo de tecido anormal. Estudos anteriores comprovaram que 0s
transplantes das CPAMSs alogénicas tém se mostrado seguros com relacdo a rejei¢des, ndo requerendo a utilizacdo de drogas
imunosupressoras (Gatti et al., 2017; Santos et al., 2019; Santos et al., 2020).

A primeira analise dos pacientes foi realizada 15 dias apds o primeiro transplante das CPAMs. A avaliacdo clinica
demonstrou que todos 0s animais apresentaram uma melhora no apetite, maior disposi¢éo e reducgdo significativa do quadro de
tosse e secrecdo de muco. Na avaliacdo realizada no dia 30, data do segundo transplante das CPAMs-TAC1 os cdes 1, 3e 5
apresentavam um quadro de melhora no apetite, maior disposic¢éo, reducéo de peso, melhora significativa da tosse e auséncia
de secrecdo de muco além de uma melhora significativa nos indices de eosinofilia sendo classificada como moderada (3.123 -
3.786/uL). Os caes 2, 4, 6, 7 apresentavam melhora do apetite, maior disposicdo, reducdo de peso, melhora significativa da
tosse e da secrecdo de muco além de uma melhora significativa nos indices de eosinofilia, estando os valores pr6ximos aos
classificados como moderados (5.325 - 5.742/pL). O céo 8 ainda apresentava melhora do apetite, maior disposicdo, redugdo do
peso e melhora da tosse e secre¢do de muco. Embora os valores tenham sido reduzidos o paciente ainda apresentava um quadro
de eosinofilia grave (8.243 — 8.789/ pL).

Na andlise realizada 15 dias apds o segundo transplante de CPAMs-TAC1 os cdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 apresentavam um
quadro de normalizacdo do apetite, disposicao a exercicios fisicos, peso dentro dos valores de referéncia para a raga e auséncia
de tosse e secre¢do de muco além de uma melhora significativa nos indices de eosinofilia, estando os valores préximos aos
valores de referéncia (1.100- 1.450/puL). O cdo 8 apresentava um apetite normal, maior disposi¢do, peso dentro dos valores de
referéncia para a raca e tosse e secrecdo de muco esporadicos. Embora os valores tenham sido reduzidos o paciente ainda
apresentava um quadro de eosinofilia moderada (1.957 — 2.198/ uL).

Na avaliacdo realizada no dia 60, data do terceiro transplante de CPAMSs-TAC os cdes 1, 2, 3, 4,5, 6,7 ¢ 8
apresentavam normalizacdo do apetite, disposi¢do a exercicios fisicos, peso dentro dos valores de referéncia para a raca e
auséncia de tosse e secrecdo de muco, valores bioquimicos dentro da normalidade e indices de eosinofilia dentro dos valores de
referéncia (100- 1.250/pL).

Transcorridos 180 dias ap0és a terceira aplicacdo, os oito cdes foram reavaliados clinica e laboratorialmente sendo que

nenhum dos pacientes apresentou recidiva do quadro de bronquite crénica canina.

4. Concluséo

Os dados obtidos no presente estudo, por meio do transplante de CPAMs alogéncias, provenientes do tecido adiposo
de cédo, demonstraram a seguranca e eficacia terapéutica das CPAMs no tratamento de cdes acometidos pelo quadro de
bronquite crénica canina. O estudo sugere que a a¢do das CPAMSs resultou em um processo de reparacdo das células epiteliais
e das vias aéreas provavelmente devido a uma redugdo da perda epitelial, diminuicdo da taxa de deposicdo de colégenos nas
paredes do tecido e secrecdo de citocinas reguladoras. Embora os dados clinicos demonstrem auséncia de recidiva o
acompanhamento periddico dos pacientes é recomendado.
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