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A Unica maneira de fazer um excelente

trabalho € amar o que vocé faz.

(Steve Jobs)

A grandeza de uma nacdo pode ser
julgada pelo modo que seus animais sao

tratados.

(Mahatma Gandhi)
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RESUMO

A esgana canina ¢ uma doenca cosmopolita e enzooética causada por um virus da
familia Paramixoviridae e do género Morbillivirus. Ndo existem, atualmente, medicamentos
antivirais especificos no combate ao virus da esgana, pelo que o seu tratamento é apenas
sintomético. Esta doenga provoca, frequentemente, sequelas neuroldgicas decorrentes de um
processo de apoptose e desmielinizacdo dos oligodendrdcitos, astrocitos e neurdonios.

As células estaminais sdo células com capacidade de diferenciacdo, autorrenovacao e
proliferacdo. De entre estas, distinguem-se as de origem mesenquimatosa que podem
diferenciar-se em células de linhagem mesodérmica e precursoras de tecido conjuntivo. As
células estaminais mesenquimatosas podem ser obtidas a partir do tecido adiposo, permitem a
regeneracdo de tecidos lesados, tém capacidade imunomoduladora e, por este motivo, tém
interesse terapéutico.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial das células estaminais
derivadas do tecido adiposo no tratamento de sequelas neuroldgicas da esgana.

Este trabalho foi realizado durante o periodo entre janeiro e junho de 2015, numa
populacdo constituida por 7 cdes com sequelas neuroldgicas da esgana e submetidos a terapia
celular em Campinas (Brasil). As celulas estaminais mesenquimatosas foram obtidas no
laboratério da Regenera Stem Cells a partir do tecido adiposo de cdes dadores jovens e
saudaveis. A terapia celular consistiu na administracdo destas células a cada 30 dias, por via
intravenosa, perfazendo na maioria dos casos clinicos estudados, um total de 3 aplicacdes.

Os 7 cées estudados eram de idades e ragas distintas, sendo que 4 eram machos e 3
eram fémeas. As sequelas observadas com maior frequéncia foram alteracdo da locomocéo,
mioclonias, convulsdes e ataxia vestibular. No final da terapia celular, 3 animais apresentavam
auséncia total das sequelas previamente observadas, tendo recuperado completamente. Nos
restantes 4 animais verificou-se uma recuperacgéo parcial. As mioclonias, a ataxia cerebelar e a
ataxia vestibular foram consideradas as sequelas neuroldgicas com menor possibilidade de
recuperacdo, ou seja, com pior prognostico.

Os resultados obtidos apontam a terapia celular como uma opgéo promissora no

tratamento ou na melhoria da qualidade de vida de animais com sequelas da esgana.

Palavras-chave: esgana, sequelas neuroldgicas, terapia celular, células estaminais

derivadas do tecido adiposo, caes.
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ABSTRACT

Canine distemper is a cosmopolitan and enzootic disease caused by a virus of the
family Paramyxoviridae and genre Morbillivirus. Currently, there are not specific antiviral
drugs to combat the distemper virus, and therefore its treatment is only symptomatic.
Frequently, this disease causes neurological sequelae resulting from a process of apoptosis and
demyelination of oligodendrocytes, astrocytes and neurons.

Stem cells have capacity for differentiation, self-renewal and proliferation. Among
these, those with mesenchymal origin are distinguished and can be distinguished into
mesodermal lineage cells and connective tissue precursor. The mesenchymal stem cells can be
obtained from adipose tissue, allow the regeneration of damaged tissues, have
immunomodulatory capacity and, for this reason, they have therapeutic interest.

This study aimed to evaluate the potential of stem cells derived from adipose tissue in
the treatment of distemper neurological sequelae.

This work was carried out between January and June 2015, in a population composed
by seven dogs with distemper neurological sequelae and submitted to cell therapy in Campinas
(Brazil). The mesenchymal stem cells were obtained in the laboratory of Regenera Stem Cells
from adipose tissue of young and healthy donours dogs. The cell therapy consisted in the
intravenous administration of these cells, every thirty days, meaning a total of three applications
in most of the studied clinical cases.

From the seven studied dogs with different ages and races, four were males and three
were females. The most frequently observed sequels were locomotion changes, myoclonus,
seizures and vestibular ataxia. At the end of cell therapy, three animals didn’t show any of the
sequelae previously observed, having completely recovered. The remaining four animals
partially recovered. The myoclonus, cerebellar ataxia and vestibular ataxia were considered the
neurological sequelae with lower chance of recovery, that is, with worse prognosis.

The obtained results show cell therapy as a promising option for the treatment or

improvement of the quality of animals’ life with distemper sequelae.

Keywords: distemper, neurological sequelae, cell therapy, adipose-derived stem cells,
dogs.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E ACRONIMOS

°C — Graus Celsius

ASCs — Células estaminais mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo (do Inglés: Adipose-
Derived Mesenchymal Stem Cells)

DNA — Acido desoxirribonucleico (do Inglés: Deoxyribonucleic Acid)

ESCs — Células estaminais embrionarias (do Inglés: Embryonic Stem Cells)

kg — Quilograma

mg — Miligrama

ml — Mililitro

mm — Milimetro

MSCs — Células estaminais mesenquimatosas (do Inglés: Mesenchymal Stem Cells)

nm — Nandémetro

RNA — Acido ribonucleico (do Inglés: Ribonucleic Acid)

RSC — Regenera Stem Cells

RT-PCR — Reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa (do Inglés:
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

SCs — Células estaminais (do Inglés: Stem Cells)

SNC — Sistema nervoso central

SRD - Sem ragca definida

SSCs — Células estaminais somaéticas (do Inglés: Somatic Stem Cells)

VE — Virus da esgana
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1. INTRODUCAO

1.1. ESGANA CANINA

A esgana € uma doenca infectocontagiosa que afeta ndo s6 cdes domesticos e
selvagens, mas também gatos, mustelideos e procionideos (Corréa & Corréa, 1992; Quinn et
al., 2005; Bichard & Sherding, 2008).

A esgana canina é uma doencga multissistémica que atinge diferentes regides do sistema
nervoso, podendo apresentar-se sob a forma aguda, subaguda e cronica, progredindo para
encefalite na auséncia de tratamento (Corréa & Corréa, 1992; Hoskins, 2004; Orsini & Bondan,
2008; Fernandez & Bernardini, 2010).

1.1.1. Etiologia

O agente responsavel pela esgana é um virus RNA de grandes dimensdes, da familia
Paramyxoviridae e do género Morbillivirus (Lappin, 1997; Willoughby & Dawson, 2001;
Fenner, 2004; Gebara et al., 2004a,b). Este virus tem simetria helicoidal (hélice simples),
pleomorfismo e um diametro de 150 a 250 nm (Corréa & Corréa, 1992; Nascimento, 2009). O
envelope do virus da esgana (VE) ndo contém hemoaglutininas nem neuraminidase. Trata-se
de um virus relativamente labil e instavel no ambiente, pois é sensivel a desinfetantes, como o
éter e detergentes, bem como a solventes lipidicos. Ele é instavel a pH acidos (inferiores a 4,5)
e é totalmente inativado pelo calor em uma hora a 55°C e em 30 minutos a 60°C. Em climas
quentes, como por exemplo no Brasil, 0 virus ndo sobrevive nos canis apds os cdes afetados
terem sido retirados. Em contrapartida, persiste vidvel durante varias semanas a uma
temperatura entre 0 e 4°C, e a -76°C ou liofilizado durante, sensivelmente, 7 anos (Corréa &
Corréa, 1992; Hoskins, 2004).

O VE produz proteinas que entram na membrana das células infetadas, o que faz com
que estas células se tornem suscetiveis ao ataque do sistema imunitério (Willoughby & Dawson,
2001; Hoskins, 2004; Litfalla et al., 2008).

O virus é transmitido por inalagdo, contacto direto com fluidos corporais, incluindo
urina, e também mais raramente por via placentaria até 60 a 90 dias apds a infecdo. Assim, a
disseminacdo ocorre entre cdes que sdo mantidos em grupos e em locais mal ventilados
(Willoughby & Dawson, 2001; Hoskins, 2004; Litfalla et al., 2008).

13
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A desinfecdo de centros veterinarios e canis com recurso a formol a 0,5%, fenol a
0,75%, ou amonia quaternaria a 0,3% é considerada efetiva (Corréa & Corréa, 1992; Hoskins,
2004).

1.1.2. Epidemiologia

O VE apresenta uma distribuicdo enzootica mundial. A infe¢do dissemina-se muito
rapidamente entre cdes, sendo que os ndo imunizados de qualquer idade, sexo ou raca sdo 0s
mais suscetiveis. No entanto, a esgana é mais comum em cdes entre 0s 3 e 0s 6 meses de idade,
uma vez que, provavelmente, ja ndo possuem a imunidade passiva conferida pelo colostro
materno (Nelson & Couto, 2006; Hartman et al., 2007; Bichard & Sherding, 2008; Del Puerto
etal., 2010).

Em contrapartida, Shell (1990) e Sherding (1998) discordam sobre o periodo de
ocorréncia da doenca nos animais mais jovens e afirmam que a incidéncia € mais comum entre
as 6 e as 12 semanas de idade (Shell, 1990; Sherding, 1998).

Da mesma forma, podem ser afetados cées de até 2 anos de idade e tal ndo esta
relacionado com nenhum fator predisponente, mas sim ao facto de o virus estar amplamente
difundido na natureza. Todavia, existem casos de animais com 7 a 9 anos que adquirem a
doenca, devido a diminui¢do da imunidade ou por nunca terem tido contacto com o virus
(Corréa & Corréa, 1992; Lappin, 1997; Del Puerto et al., 2010).

O cdo representa o principal reservatério do VE, servindo até mesmo, como fonte de
infecdo para os animais selvagens (Greene & Appel, 2006; Silva et al., 2009).

O VE é considerado um importante agente patogénico devido a sua elevada taxa de
mortalidade que varia entre 25 a 75% (Corréa & Corréa, 1992; Gebara et al., 2004b; Hoskins,
2004; Nascimento, 2009).

As infecBes bacterianas secundarias decorrentes da imunossupressao pelo VE, em
geral, sdo responsaveis pelos sinais clinicos da esgana aguda. A ocorréncia de toxoplasmose,
neosporose, coccidiose, enterite viral, criptosporidiose e giardiose pode ser intensificada pelos

efeitos imunossupressores da esgana (Hoskins, 2004).

14
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1.1.3. Patogenia

No primeiro dia pds-infegdo as células afetadas sdo os macréfagos do trato respiratorio
alto e das amigdalas. No segundo e terceiro dias pos-infe¢do, o virus inicia a fase de viremia e
é encontrado nas células mononucleares do sangue. Do terceiro ao sexto dia pos-infecédo, ocorre
0 primeiro pico febril e o virus replica-se no sistema linfoide de todo o organismo, como na
medula éssea, no timo, no baco, nos linfonodos e nas placas de Peyer (Corréa & Corréa, 1992;
Quinn et al., 2005; Silva et al., 2007).

Esta fase de replicacdo no sistema linfoide é marcada pela imunossupressdo. Nesta
fase, os cdes capazes de realizar uma resposta imunitaria rapida e efetiva conseguem eliminar
0 virus e recuperar sem manifestar sinais clinicos. Esta fase representa a denominada infecéo
subclinica e ocorre em 50% dos casos. Por outro lado, os animais que apresentam uma resposta
imunitaria fraca permitem a disseminacao do virus para os tecidos epiteliais (trato respiratorio
e gastrointestinal) e, posteriormente, para o sistema nervoso central (SNC) (Quinn et al., 2005;
Silva et al., 2007; Bichard & Sherding, 2008).

Ap6s 0 nono dia, ocorre a disseminacdo do virus para os epitélios das mucosas
conjuntival e nasal, epitélios traqueal e bronquial, trato urinario e reprodutor. Num periodo de
3 dias ou a seqguir, o virus também alcanca o SNC (Figura 1), distribuindo-se nas grandes células
mononucleares da pia-mater e do cerebelo, nas células gliais (oligodendrécitos e astrocitos),
nas células de Purkinje, nos neurdnios do cortex cerebral, no ganglio basal e no hipocampo
(Corréa & Corréa, 1992; Lappin, 1997).

;’_‘fefa? \' " Nervosa ) -
istémica | 2 —
) a4 ~—
GO\ A
R 2 o d‘im
\ A "

Apoprose nos Astricites
@ consequente disfungde ne
monutengdo de oligodendrécitos ¢
neurvnios?
Desmialinizocos
nultifecel

N
&% Nerveres

Figura 1 — Progressao da infecdo sistémica para a infecdo nervosa na esgana canina (Adaptado de Moro et al.,
2004).
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Se os virus alcancarem em pequenas quantidades as células epiteliais, tais como as
epidérmicas ou 0s neuronios, antes que os niveis de anticorpos estejam altos, estes virus podem
persistir nestas células, a menos que as mesmas sejam destruidas. Esta permanéncia explica a
encefalite tardia, onde o virus esta restrito aos neuronios e as células das almofadas plantares
(Corréa & Corréa, 1992; Lappin, 1997; Jones et al., 2000).

Aparentemente, as estirpes virais que induzem a doenca de curso agudo e fatal
localizam-se na substéncia cinzenta e determinam a destruicdo neuronal, resultando em
encefalomalécia, e as que induzem doenca crénica ocasionam lesdes que tendem a localizar-se
na substancia branca, promovendo a desmielinizacdo. Estudos sobre a patogenia da infecao pelo
VE no SNC revelaram 2 estagios de desenvolvimento da desmielinizagcdo: um agudo e outro
cronico. A desmielinizacdo inicial ocorre em torno da terceira semana ap0s a infecdo e ndo tem
a participacdo da resposta imunitaria inflamatoria, presente no estagio cronico da infecao (Shell,
1990; Jones et al., 2000).

A desmielinizacéo é resultante de diversos fatores, como por exemplo: intoxicaces,
desordens metabdlicas e funcionais, infecdes, leses mecénicas e inflamagdes. No entanto, a
causa da destruicdo da mielina pode ser priméria, quando ocorre uma lesdo direta sobre a
mielina ou sobre as células mielinogénicas, ou secundaria quando a lesdo alcanca os axénios e
ocorre, consequentemente, degeneracdo da mielina (Orsini & Bondan, 2008).

Estudos demonstraram que ndo foram identificados indicios de replicacdo viral nos
oligodendrdcitos, o que exclui a possibilidade da desmielinizacao ser causada pela a¢do do VE.
A agressdo neuronal pelo VE parece ser muito pequena para provocar perdas massivas de
mielina. Sendo assim, esta situacdo pode ser atribuida, segundo algumas descobertas, a
determinadas células inflamatdrias. Contudo, estas células s estariam presentes em fases
cronicas das doencas desmielinizantes. Por este motivo, a desmielinizacdo aguda,
provavelmente, esté relacionada a acdo de outros tipos celulares, como € o caso da micréglia e
dos astrécitos (Orsini et al., 2007; Uccelli et al., 2011).

Assim sendo, foi observado que todos os animais doentes apresentaram degeneracao,
a qual variou de intensidade e extensdo, de acordo com a avaliacdo histoldgica. Além disso, as
areas de degeneracdo foram maiores em regides constituidas por substancia branca e regifes
circunventriculares do cerebelo e do tronco encefalico. Em adicdo, a presenca de células
inflamatdrias também se mostrou muito acentuada (Orsini et al., 2007).

Em suma, os autores acabaram por concluir que a reatividade astrocitaria pode estar

relacionada com o desencadeamento do processo de desmielinizagéo (Orsini et al., 2007).
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A encefalomielite dos cdes jovens, de carater grave e agudo, € a forma mais comum
da infecdo pelo VE. Habitualmente, ela é precedida ou concomitante com a sintomatologia
sistémica. A encefalite pos-vacinal ocorre em cées jovens e estd associada ao uso de vacinas
com virus vivos atenuados. A encefalite do cdo idoso, prevalente em animais com mais de 6
anos de idade, esta associada de forma aparente a persisténcia prolongada do virus no cérebro
(Lappin, 1997; Quinn et al., 2005).

Para além das anteriores, a encefalomielite multifocal dos cées adultos e a
encefalomielite cronica recidivante sdo outras sindromes clinicas associadas a infecdo pelo VE
(Gebara et al., 2004b; Amude et al., 2006a,b; Silva et al., 2007).

Ap0s a ocorréncia da doenga, ha uma tendéncia para ocorrer imunidade permanente
contra 0 VE. O desenvolvimento e a gravidade da doenca dependem, especialmente, do estado
imunologico do animal, da idade dos cdes e da viruléncia da estirpe infetante (Lappin, 1997;
Gebara et al., 2004a,b; Fernandez & Bernardini, 2010).

1.1.4. Sinais clinicos

Os sinais sistémicos da doenca sao frequentes e, normalmente, precedem ou ocorrem
simultaneamente com os sinais neurologicos (Greene & Appel, 2006; Silva et al., 2007).

A forma subaguda da esgana nao é comum, porém é caracterizada por febre repentina
e morte subita em 2 ou 3 dias. O periodo de incubacdo varia de 3 a 7 dias. Os caes infetados
desenvolvem 2 picos febris. O primeiro ocorre entre o segundo e o sexto dia pos-infecdo, onde
surge leucopenia com ou sem linfopenia. O segundo pico febril ocorre entre o oitavo € 0 hono
dia, onde a temperatura corporal interna pode atingir os 41°C. Na fase aguda da esgana é comum
o animal manifestar prostracdo, letargia, anorexia, conjuntivite e depressao (Lappin, 1997;
Nelson & Couto, 2006; Fernandez & Bernardini, 2010).

Os principais sinais epiteliais caracteristicos da fase de viremia sdo 0s seguintes:
corrimento naso-ocular seroso a mucopurulento causado por queratoconjuntivite seca e rinite
(Figura 2), tosse seca ou produtiva, dispneia, estertores pulmonares (inicialmente, ocorre uma
pneumonia intersticial como consequéncia do efeito viral e, posteriormente, manifesta-se uma
broncopneumonia derivada de uma infecdo bacteriana secundaria), desidratacdo, vémito,
diarreia eventualmente sanguinolenta, perda de peso, lesbes oftalmoldgicas (uveite, neurite

Otica e necrose da retina) e cegueira (Hoskins, 2004; Quinn et al., 2005; Nelson & Couto, 2006).
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A forma de almofadas plantares fibrosadas (hiperqueratose visivel na Figura 3)
costuma ser progressiva, como referido anteriormente. De igual forma, € comum a alopecia ao
redor dos olhos com formacdo de crostas, dando o aspeto de 6culos (Figura 4). Podem, ainda,
ocorrer exantemas cutaneos que progridem até a formacdo de pustulas, nomeadamente, no
abddémen (Corréa & Corréa, 1992; Willoughby & Dawson, 2001; Nelson & Couto, 2006).

Figura 3 — Céo, macho, de raga Pitbull com hiperqueratose nasal (A) e nas almofadas plantares (B) (Adaptado
de Pet Care Centro Veterinario, 2012).

Figura 4 — Cdo com dermatopatia provocada pela esgana. Observa-se alopecia na regido da cabeca e membros
(Fonte original de Nascimento, 2009).
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Num estudo realizado em 3 cdes com encefalomielite, observou-se que um dos cées
manifestou sindrome cerebral, agressividade, andar compulsivo e em circulos, compresséo da
cabeca e hipercinesia, e 2 animais apresentaram sindrome vestibular e cerebelar, com ataxia,
dismetria, hipermetria, tremor de intengdo, nistagmo posicional vertical, mioclonias nos
membros pélvicos e nos masculos mastigatorios, e tetraparésia (Amude et al., 2006b).

As mioclonias ja foram consideradas patognoménicas da infecao pelo VE, contudo,
elas também foram relatadas noutras desordens inflamatdrias do SNC, embora ocorram com
menos frequéncia (Corréa & Corréa, 1992; Silva et al., 2007).

Para além dos sinais neurologicos descritos, podem ocorrer convulsées, inclinacdo da
cabeca ou head tilt, movimentos de pedalagem, rigidez cervical, vocalizacdo por dor, défices
propriocetivos, auséncia de dor profunda, atrofias musculares, automutilacdo, perda de
equilibrio, incapacidade de adotar a posicao de esfinge, incontinéncia urinaria e fecal, priapismo
e hipersialia. Os cdes que sobrevivem a esta fase, geralmente, apresentam sequelas e podem
desenvolver mais tarde a encefalite do céo idoso (Shell, 1990; Swango, 1997).

Caso a fémea esteja gravida, pode ocorrer infecdo transplacentaria e neonatal. Na
infecdo transplacentéria, os cées desenvolvem sinais neurolégicos durante as 4 a 6 primeiras
semanas de vida, e dependendo do estagio da gestagdo em que ocorrer a infe¢do, podem
acontecer abortos e natimortos ou nascerem neonatos vivos, mas muito fracos (Lappin, 1997;
Willoughby & Dawson, 2001).

Na infecdo neonatal podem ocorrer as seguintes alteracdes: hipoplasia do esmalte
dentério (coloragdo acastanhada), devido a acdo direta do virus sobre as células da membrana
ameloblastica; lesbes cardiacas, representadas por degenerac6es das células do miocardio, com
necroses e calcificagdes multifocais; lesdes do nervo ético, que podem resultar em pupilas
dilatadas e nédo responsivas a estimulos luminosos; leses cronicas circunscritas, hiperreflexivas
e atrdficas na regido fandica retiniana, designadas de medalhGes dourados; e osteopatia
metafisaria, visto que o0 RNA do virus foi detetado nas células 6sseas metafisarias (Willoughby
& Dawson, 2001; Hoskins, 2004; Nelson & Couto, 2006).

O decurso da doenca pode ser até 10 dias ou prolongar-se por semanas Ou Mmeses,
podendo haver periodos intermediarios seguidos por recidivas. Frequentemente, quando a
recuperacdo parece iminente, surgem sequelas neuroldgicas permanentes (Quinn et al., 2005;
Fernandez & Bernardini, 2010).
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1.1.5. Exames complementares de diagnostico

Devido as varias manifestacGes da esgana, o diagnostico fundamentado nos sinais
clinicos promove uma certa confusdo e dificuldade para o Médico Veterinario (Jones et al.,
2000; Hoskins, 2004; Silva et al., 2007; Fernandez & Bernardini, 2010).

No hemograma é possivel verificar-se nos primeiros 4 a 6 dias leucopenia, e depois
que a doenca ja esté instalada, constatar-se linfopenia grave e persistente, monocitose e discreta
neutrofilia (Willoughby & Dawson, 2001; Nelson & Couto, 2006; Fernandez & Bernardini,
2010).

As inclus@es intracitoplasmaticas podem ser observadas em linfocitos, eritrocitos e
monacitos (Figura 5). A bioquimica sérica ndo é especifica. No entanto, em cachorros infetados
por via transplacentéaria, é descrita uma hipoglobulinemia (Willoughby & Dawson, 2001;
Nelson & Couto, 2006; Fernandez & Bernardini, 2010).

Figura 5 — Fotomicrografia de citologia sanguinea corada com hematoxilina e eosina, demonstrando 0s
corpusculos de Lentz intracitoplasmaticos, indicados pelas setas, em leucécitos de um cdo com 10 dias de idade
(aumento de 100x) (Fonte original de Noleto et al., 2011).

No eletroencefalograma, alteragdes que indiquem encefalopatia difusa e inflamatdria
sdo sugestivas de esgana. No exame radiografico podem ser observadas alteragdes no padrao
intersticial e alveolar nos casos de pneumonia bacteriana (Willoughby & Dawson, 2001;
Fernandez & Bernardini, 2010).

A neurite 6tica, coriorretinite e descolamento da retina podem ser detetadas ao exame
oftalmoldgico (Nelson & Couto, 2006).
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1.1.5.1. Tecnica da reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricao reversa

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcri¢do reversa (RT-
PCR) consiste na utilizagdo de uma enzima especial, a transcriptase reversa, que consegue
produzir uma molécula de DNA complementar (cDNA) a partir de uma molécula de RNA. No
caso da esgana, este exame tem o intuito de descobrir se um gene, 0 RNA do VE, esté a ser
transcrito num determinado tecido ou célula (Gebara et al., 2004a; do Amaral, 2007).

A detecdo do RNA do VE pela técnica de RT-PCR é utilizada devido a sua rapidez e
a ndo exigéncia da infeciosidade da particula viral. Para além disso, os elevados niveis de
sensibilidade e especificidade fazem desta técnica um dos meios de diagndstico de eleicédo
(Gebara et al., 2004a; Nascimento, 2009; Del Puerto et al., 2010; Fernandez & Bernardini,
2010).

Apesar da elevada sensibilidade do teste, a auséncia de detecdo pode ocorrer em
diferentes amostras bioldgicas de um mesmo animal, sendo que a possibilidade de obtencdo de
resultados positivos aumenta com o acréscimo do nimero de colheitas de diferentes amostras
bioldgicas. Deste modo, sdo indicadas duas ou mais diferentes amostras bioldgicas por animal,
independentemente, da forma clinica de apresentacdo da esgana (do Amaral, 2007).

O procedimento requer diferentes tipos de amostras bioldgicas, tais como sangue, soro,
secrecdes ocular e nasal, saliva, liquido cefalorraquidiano, urina e fragmentos de 6rgéaos,
provenientes de cdes com sinais clinicos sistémicos e neuroldgicos (Shin et al., 1995; Frisk et
al., 1999; Nascimento, 2009; Del Puerto et al., 2010).

Recentemente, observou-se que a urina é uma amostra biolégica sensivel para a
detecdo ante mortem do VE por RT-PCR em cdes com encefalomielite derivada da esgana. Em
contrapartida, a saliva revelou-se uma amostra bioldgica pouco sensivel (Amude et al., 2006a;
do Amaral, 2007).

1.1.6. Tratamento convencional

N&o existem medicamentos antivirais direcionados, especificamente, para o
tratamento do VE. Por este motivo, a terapéutica € direcionada de acordo com os sinais clinicos
gue o animal apresenta (Swango, 1997; Willoughby & Dawson, 2001; Hoskins, 2004; Nelson
& Couto, 2006).
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O tratamento sintomatico inclui o uso de antibioticos de largo espectro para o controlo
de infecdes secundarias. Por forma a minimizar uma pneumonia ja existente ou para impedir 0
seu desenvolvimento, é recomendado o uso de farmacos eficazes contra Bordetella
bronchiseptica, estafilococos e estreptococos, como o cloranfenicol (20 mg/kg) ou a
oxitetraciclina (20 mg/kg), 3 vezes ao dia, durante 5 a 10 dias (Corréa & Corréa, 1992; Lappin,
1997; Hoskins, 2004; Fernandez & Bernardini, 2010).

Nos casos de diarreia grave, recomenda-se a administracdo de antidiarreicos
complexos que contenham pectina, caolino ou outro adsorvente, e de preferéncia um
antiperistaltico, como o butilbrometo de escopolamina ou a difenidramida (Corréa & Corréa,
1992).

A hidratacdo e o restabelecimento do equilibrio eletrolitico deve ser realizada com a
administracdo intravenosa de solucgBes cristaloides isoténicas como lactato de Ringer,
suplementado com glicose a 2,5 ou 5% nos animais com inapeténcia e anorexia (Corréa &
Corréa, 1992; Hoskins, 2004).

A nutricdo do animal é muito importante, sendo em determinados casos, necessario
realizar alimentacdo através de sondas nasogastricas. No decorrer da alimentacdo forcada, o
Médico Veterinario deve procurar administrar alimentos facilmente digestiveis (Corréa &
Corréa, 1992; Swango, 1997).

A deficiéncia em proteinas e vitaminas do complexo B conduzem a diminuicdo da
massa corporal e dos valores séricos de albumina (Corréa & Corréa, 1992; Nelson & Couto,
2006), pelo que devem ser compensadas.

Outras medidas terapéuticas apropriadas podem ser indicadas ou executadas,
conforme cada caso clinico, nomeadamente os antipiréticos; a vitamina A para protecdo e
regeneracdo dos epitélios; o acido ascérbico (vitamina C) como fator tréfico dos tecidos
mesenguimatosos e da hematopoiese; as vitaminas do complexo B, de entre elas a B1 e a B1o,
envolvidas na regeneracdo nervosa e como antidlgicas e mielopoiéticas, respetivamente; os
colirios a base de antibioticos e as solugbes nasais (Corréa & Corréa, 1992; Willoughby &
Dawson, 2001; Nelson & Couto, 2006).
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A aplicacdo de imunossoro especifico, com o objetivo de obter a soroneutralizacao de
todas as particulas virais livres, deve ser realizada uma Unica vez, na dose de 2 a 4 ml/kg, em
diversas regides do corpo do animal, por via intramuscular, ou em ambos os lados do térax, por
via subcuténea. O soro homologo permanece ativo no animal durante 15 a 30 dias, baixando a
sua concentracdo paulatinamente, seja por soroneutralizacdo formando complexos antigénio-
anticorpo com as particulas virais, seja por metabolizacao e eliminagédo progressiva (Corréa &
Corréa, 1992).

Em 1979, Appel e Carmichael comentaram a aplicagdo intravenosa da vacina atenuada
como tratamento, pois consideravam que estes virus protegiam as células contra estirpes virais
mais virulentas e induziam a producdo de interferdo e anticorpos neutralizantes (Appel &
Carmichael, 1979). Entretanto, os mesmos admitiram que 0s animais com sinais clinicos estéo
imunossuprimidos e a viremia ja estd estabelecida. Estas vacinas protegem o animal quando
sdo realizadas 4 dias antes da exposi¢do ao virus, mas ndo depois que aparecem 0s sinais, pois
nesta fase o virus ja esta presente na corrente sanguinea ha pelo menos uma semana (Corréa &
Corréa, 1992; Swango, 1997).

Os anticonvulsivos, como por exemplo o fenobarbital e o brometo de potéssio, sdo
utilizados na terapia quando, estritamente necessarios, ou seja, quando o animal apresenta
quadros de convulsdo, visto que esta classe de farmacos ndo atua no tratamento das mioclonias
(Lappin, 1997; Willoughby & Dawson, 2001; Nelson & Couto, 2006; Spinosa et al., 2011).

Em determinados casos, quando o animal apresenta alteracGes no SNC, é necessario o
uso de glucocorticoides, no entanto, a sua utilizacdo ndo é recomendada enquanto o animal
estiver com infecdo aguda. Por este motivo, alguns autores consideram a sua administracdo
controversa (Lappin, 1997; Willoughby & Dawson, 2001; Nelson & Couto, 2006).

Os glucocorticoides, tal como a dexametasona, em doses anti-inflamatorias, por via
intravenosa, podem ser utilizados devido a imunopatologia das lesées neuronais e com o intuito
de reduzir o edema cerebral. Todavia, apresentam como desvantagem a possibilidade de
inducdo de imunossupressdo, comprometendo a resposta inflamatdria responsavel pelo
combate ao virus. A terapia com glucocorticoides, como a prednisolona, pode ser efetiva nos
casos de dilatacdo pupilar decorrente da neurite Otica ou em alguns sinais associados a
inflamacdo crénica do encéfalo (Lappin, 1997; Willoughby & Dawson, 2001; Nelson & Couto,
2006; Mangia & Paes, 2008).
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Embora ainda ndo existam antivirais especificos para o combate ao VE, existem
algumas opc¢oes de antivirais, tais como a ribavirina e a amantadina, usados no tratamento
convencional da esgana. A ribavirina € um analogo do nucleosideo de purina, com um largo
espectro de atividade tanto contra virus DNA como de RNA. Ela possui a capacidade de
combater diversos virus, inclusive o virus do sarampo (morbilivirus), que tem relacdo
antigénica com o VE (Graci & Cameron, 2006; Elia et al., 2008). Por outro lado, a amantadina
€ uma amina primaéria triciclica classificada como antiviral, sendo que 0 seu uso € descrito em
humanos para o tratamento do virus da influenza A. A sua ac¢éo pode estar relacionada com a
inibicdo de estagios iniciais da replicacao viral (Cardoso, 1995; Spinosa et al., 2011).

Quando o cdo apresenta sinais de comprometimento nervoso, a terapéutica
convencional revela-se muitas vezes ineficaz. Em animais de grande estima, se 0s tremores
ainda estiverem bem localizados, é possivel tentar controlar a evolugdo, aplicando imunossoro
numa Unica dose de 4 a 6 ml/kg, por via intramuscular, e um complexo vitaminico B1-Bs-Bi2,
uma vez por semana, durante 4 a 8 semanas consecutivas (Corréa & Corréa, 1992; Willoughby
& Dawson, 2001; Nelson & Couto, 2006).

A esgana na forma neuroldgica apresenta uma elevada morbidade e mortalidade,
motivo pelo qual o prognostico é sempre reservado (Swango, 1997; Hoskins, 2004; Fernandez
& Bernardini, 2010).

1.1.7. Prevencéao

A eficécia da imunizacdo dos cées jovens, com as vacinas de virus vivos modificados
da esgana canina, depende da auséncia de um determinado anticorpo materno, visto que este
pode bloquear o virus vacinal (Corréa & Corréa, 1992; Lappin, 1997).

Os cdes podem ser vacinados no periodo de 6 a 8 semanas de idade, com intervalo a
cada duas a 4 semanas até completarem as 16 semanas de idade. A vacinacao deve ser reforcada
com 1 ano de idade ou 12 meses apds a Ultima série primaria de vacinas, ja que alguns animais
se tornam suscetiveis neste periodo inicial de vida (Day et al., 2016).

Estirpes atenuadas do virus do sarampo induzem imunidade heterotipica. Esta vacina
pode ser administrada em cées jovens com alto risco e exposi¢do ao VE. Entretanto, a vacina
contra o sarampo, que ndo € a mesma administrada em humanos, é contraindicada em cadelas

reprodutoras e em cdes com mais de 10 semanas de idade (Nelson & Couto, 2006).
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Existem diversos fatores que interferem na eficacia da vacinacao e, consequentemente,
na imunidade do animal, como por exemplo: o stresse, a temperatura corporal interna igual ou
superior a 39,8°C, e a presenca de comorbilidades (Corréa & Corréa, 1992; Lappin, 1997).

Estudos recentes baseados na utilizacdo de vacinas recombinantes e que avaliaram a
duracdo da resposta sorologica para 0 VE demonstraram que a protecdo imunoldgica € de, pelo
menos, 36 meses. Deste modo, a vacinacgdo inicial de duas ou mais doses pode ser administrada
com, aproximadamente, 4 semanas de intervalo, sendo a Gltima dose vacinal administrada com
12 a 16 semanas de idade. A revacinacdo deve ocorrer com 1 ano de idade, podendo ser
administrada de forma confiavel a cada 3 anos com garantia de protecdo em caes (Larson &
Schultz, 2007; Day et al., 2016).

Em determinados casos, a propria vacina pode desencadear a forma neuroldgica da
esgana. Esta pode manifestar-se nas primeiras duas semanas ap6s a administracdo em cachorros
com poucos dias de vida, caso a mae tenha sido vacinada durante a gravidez ou a poucos dias
do parto. Também, nestes casos, as manifestacdes clinicas podem ser variaveis e dependem, tal
como na forma adquirida, da localizacdo das lesbes, sendo frequentes as crises convulsivas
(Corréa & Corréa, 1992; Nelson & Couto, 2006; Fernandez & Bernardini, 2010).

No Brasil, verificou-se uma elevada taxa de animais vacinados com vacinas compradas
em lojas de animais e ragdes. Isto constitui um problema, visto que na maior parte das vezes,
estas vacinas ndo sao certificadas e sdo aplicadas pelo proprio dono ou pelo responsavel da loja.

E muito importante que as vacinas administradas sejam certificadas, isto €, que sejam
provenientes de laboratérios comprovados a nivel nacional e com elevado padréo de seguranga.
Para além disso, as vacinas devem ser, Unica e exclusivamente, administradas por um
profissional capacitado, ou seja, por um Médico Veterinario, a fim de ndo ocorrerem erros

durante a aplicacdo, que prejudicariam a imunizacgao do animal.

1.2. CELULAS ESTAMINAIS

As células estaminais (SCs, do Inglés, Stem Cells) sdo células primitivas e
indiferenciadas, ou seja, ndo comprometidas com nenhuma linhagem celular e sem distin¢éo
qguanto ao aspeto morfoldgico, que apresentam as seguintes caracteristicas: capacidade de
proliferacéo ilimitada, autorrenovacao prolongada, producéo de diversas linhagens celulares e
regeneracdo de tecidos (Bajada et al., 2008; Gade et al., 2012; Rocha et al., 2012; Dias et al.,
2014).
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A proliferacdo das SCs surge através de sucessivas mitoses, sendo este processo
responsavel por assegurar um numero adequado de SCs em determinado local do organismo,
num momento especifico do seu desenvolvimento (Rocha et al., 2012).

A autorrenovacdo € o mecanismo pelo qual as SCs produzem cdpias iguais entre si
mesmas através de divisdes celulares continuas, gerando células-filhas exatamente iguais as
células progenitoras (Alvarado, 2008; Rocha et al., 2012; Dias et al., 2014).

A diferenciacdo ou plasticidade é a capacidade que as SCs apresentam, sob certas
condicBes fisioldgicas ou experimentais, de gerar tipos celulares distintos e com funcGes
especializadas. Atualmente, este processo ainda ndo esta inteiramente esclarecido, contudo
sabe-se que é regulado pela amplificacdo ou repressdo da expressdo preferencial de genes
especificos nas SCs. Decerto que o mecanismo envolvente depende do microambiente em que
a célula esta inserida, isto €, da influéncia exercida pelas células vizinhas, e da presenca ou
auséncia dos variados fatores de diferenciacdo, como por exemplo fatores de crescimento ou
outras citocinas (Del Carlo, 2005; Schwindt et al., 2005; Rocha et al., 2012; Miller, 2013).

Além disso, acredita-se que a decisdo inicial pela autorrenovacéo ou diferenciacdo seja
aleatoria (modelo estocéstico), enquanto a diferenciagdo posterior seria determinada por
agentes reguladores presentes no microambiente medular, de acordo com as necessidades do
organismo (modelo indutivo) (Junqueira & Carneiro, 2008).

A regeneracdo de tecidos ocorre, geralmente, em situac6es de lesdo tissular, quando as
SCs presentes em diferentes locais do organismo recebem sinais especificos para se dividirem
e restituirem as células perdidas (Bydlowski et al., 2009; Gade et al., 2012; Rocha et al., 2012).

Em virtude destas propriedades, os investigadores pesquisam a possibilidade de
encontrar a cura para diversas doencas, através da substituicdo dos tecidos degenerados por SCs
(Rocha et al., 2012).

1.2.1. Tipos de células estaminais

As SCs tém a capacidade de realizar divisdo celular simétrica e assimétrica,
dependendo do seu estagio de multiplicacdo ou especializacdo, respetivamente. Na divisao
simétrica uma célula estaminal mée origina duas células estaminais filhas iguais a ela. De outro
ponto de vista, na divisdo assimétrica uma célula estaminal mée origina uma célula igual a ela
(autorrenovacéo) e uma célula especializada, como ilustrado na Figura 6 (Webster et al., 2012;
Mdiller, 2013).
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Figura 6 — Processos de divisdo celular das SCs (Adaptado de Nirmalanandhan & Sittampalam, 2009).

As SCs sdo classificadas de acordo com a sua capacidade de especializacdo em
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes (Muller, 2013).

As SCs totipotentes podem originar qualquer tipo celular. Além disso, tém a
capacidade de se diferenciar nas células do folheto extraembrionério que d&do sustentacdo ao
embrido no Utero materno, incluindo a placenta e os anexos embrionarios. Estas células sdo
isoladas do zigoto e dos embrides até a fase de mdrula, o que corresponde a 3 ou 4 dias de vida
(Gage, 2000; Fritsch et al., 2007; Rocha et al., 2012; Dias et al., 2014).

As SCs pluripotentes sdo semelhantes as células totipotentes, embora sejam um pouco
mais especializadas. Elas sdo capazes de se diferenciar em todas as células dos 3 folhetos
germinativos (ectoderme, mesoderme e endoderme), exceto na placenta e nos anexos
embrionarios (Rocha et al., 2012; Dias et al., 2014). Isto significa que podem originar qualquer
tipo de tecido sem, no entanto, originar um organismo completo, visto que ndo podem gerar 0s
tecidos de apoio ao feto. Deste modo, caracterizam-se por serem células estaminais
embrionarias (ESCs), obtidas da massa celular interna do blastocisto, aproximadamente, a partir
do quinto dia apds a fecundacdo (Mendez-Otero et al., 2007; Gade et al., 2012; Dias et al.,
2014; Regenera Stem Cells, 2015).

As SCs multipotentes podem ser extraidas do individuo adulto. Geralmente, sdo
obtidas a partir de diversas fontes, como tecido fetal, células germinativas embrionérias, corddo
umbilical ou mesmo de tecidos adultos diferenciados. Relativamente ao seu poder de
diferenciacdo, estas células sdo mais limitadas que as pluripotentes. Elas conseguem
diferenciar-se em varios tipos celulares, porém, apenas de um mesmo folheto embrionario.
Exemplos caracteristicos de SCs multipotentes sdo as células estaminais mesenquimatosas da
medula 6ssea e derivadas do tecido adiposo (Campagnoli et al., 2001; Grinfeld & Gomes, 2004;
da Franca et al., 2011; Dias et al., 2014).
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As SCs oligopotentes tém um poder de diferenciacdo mais restrito, sendo capazes de
formar células de um mesmo folheto germinativo e diferenciarem-se em poucos tecidos.
Comumente s&o encontradas em tecidos j& diferenciados, como no tecido intestinal. Um outro
exemplo mais elucidativo das células oligopotentes é o caso das células percursoras ou
progenitoras das células sanguineas da linhagem mieloide (Del Carlo, 2005; Zago, 2006; Dias
et al., 2014; Regenera Stem Cells, 2015).

As SCs unipotentes diferenciam-se, somente, num dnico tipo celular maduro de um
mesmo folheto embrionério. Desta forma, transformam-se num Gnico tecido. Em contrapartida,
garantem a reposicdo e renovacao celular. Um exemplo bem singular é o caso das células
espermatogénicas, que sao responsaveis pela producéo continua de espermatozoides (McLaren,
2000; Fritsch et al., 2007; Rocha et al., 2012; Dias et al., 2014).

1.2.2. Células estaminais somaticas ou adultas

As células estaminais somaticas ou adultas (SSCs, do Inglés, Somatic Stem Cells) séo
células indiferenciadas, encontradas nos tecidos que sdo responsaveis pela regeneracao tissular
durante a sua existéncia. De forma geral, elas podem ser isoladas de diversos tecidos adultos
do organismo, tais como: corddo umbilical, pele, masculo esquelético, rins, cornea, retina,
figado, baco, tecido nervoso, medula dssea, coragdo, trato gastrointestinal, pancreas, vasos
sanguineos, sangue periférico, fluido amniético, tecido adiposo e polpa dentéria (Brack et al.,
2007; De Filippis et al., 2007; Frye et al., 2007; Markiewicz et al., 2011).

Estas células tém propriedades tipicas das SCs, incluindo a autorrenovacao, a
diferenciacdo de mdaltiplas linhagens e o alto potencial proliferativo (Gargett, 2004). Vats e
colegas classificam-nas como sendo SCs, encontradas num compartimento tissular especifico,
que sdo importantes na manutencdo da integridade dos tecidos como a pele, 0 0sso e 0 sangue
(Vats et al., 2002).
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As SSCs incluem SCs hematopoiéticas, SCs mesenquimatosas, SCs neurais, SCs da
pele, SCs do corddo umbilical, e inimeras outras. De entre estas as melhores caracterizadas sao
as derivadas da medula éssea, que produzem 2 tipos de SCs, as quais coexistem de maneira
funcionalmente interdependente: as SCs hematopoiéticas, que classicamente sdo as
responsaveis por toda a linhagem sanguinea, dando origem aos progenitores mieloides e
linfoides e, consequentemente, a linfocitos, neutréfilos, basofilos, hemacias, plaquetas e demais
células sanguineas; e as SCs mesenquimatosas que dao origem a diversos tecidos e células,
como condroblastos, osteoblastos, células endoteliais e adipocitos, sendo estas as mais
utilizadas nas terapias celulares (Grinfeld & Gomes, 2004; Mendez-Otero et al., 2007; Bajada
et al., 2008).

As SSCs, nomeadamente as SCs derivadas da medula 6ssea, sao consideradas seguras
nas terapias celulares, devido ao seu baixo risco em transformacgdes malignas e a sua ampla
capacidade de diferenciacdo (Asanuma et al., 2010).

Em 1960, as SCs derivadas da medula 6ssea (Figura 7) foram isoladas e descritas pela

primeira vez por Friedenstein e Owen (Bajada et al., 2008).
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Figura 7 — Diagrama da obtengdo das SSCs a partir da medula 6ssea e a capacidade de diferenciagdo em
diversos tecidos (Adaptado de Promacel, 2012).
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De acordo com Gargett, a concec¢éo de que a linhagem das SSCs é restrita, s6 repondo
os tipos celulares dos tecidos no qual elas residem, foi recentemente modificada por uma série
de publicac@es sugerindo que estas células tém um grande potencial de diferenciacdo. De facto,
as SSCs parecem ter a capacidade de gerar diferentes linhagens, dando inicio & concegdo de
plasticidade (Gargett, 2004).

As SSCs sdo vantajosas quando comparadas com as ESCs, relativamente as questfes
éticas da forma de obtencdo, além da sua maior facilidade de isolamento, possibilidade de
obtenc&o a partir de diversas fontes, menor imunogenicidade e, certamente, menor formacéo de
teratomas (Wagers & Weissman, 2004).

As SSCs geram tipos celulares pre-diferenciados que possuem morfologias e fungdes
especializadas, designadas células progenitoras ou precursoras. Estas sdo consideradas
comprometidas a formar uma determinada linhagem celular. No entanto, alguns estudos
contradizem o referido, mostrando a teoria da transdiferenciacgdo (d’ Amati et al., 2000; Emerick
et al., 2007; Fritsch et al., 2007; Mendez-Otero et al., 2007).

Atualmente, ainda ndo se sabe ao certo se a hipdtese da transdiferenciacdo in vivo é
congruente ou incongruente. Existem trabalhos publicados sobre a regeneracdo hepética, que
demonstraram que o que parecia ser transdiferenciacdo de uma célula hematopoiética era na
realidade a sua fusdo com o hepatdcio, contestando, desta forma, esta hipétese. Isto faz com
gue os mecanismos de regeneracao das SCs ndo sejam bem definidos, mas ainda assim acredita-
se que elas recuperem, parcial ou totalmente, os 6rgaos lesados, talvez pelo efeito paracrino de
secrecdo de alguns fatores, como citocinas, fatores de crescimento, antiapoptéticos, de entre
outros, pelas células previamente injetadas. Outros trabalhos demonstraram o potencial de
transdiferenciacdo das SCs, in vitro e in vivo, em diversos tipos celulares, levando em conta a
prépria formacdo de teratomas no organismo adulto, o que indica uma certa pluripotencialidade
das SSCs, semelhante as ESCs (d’ Amati et al., 2000; Emerick et al., 2007; Fritsch et al., 2007;
Mendez-Otero et al., 2007).

A forma com que ocorre a melhoria funcional pela terapia celular ainda ndo esta bem
elucidada. Acredita-se que seja pela libertacdo de mediadores na area da lesdo, ou mesmo, em
alguns casos, pela neovascularizagéo, reduzindo o niumero de destruicdo celular e apoptose, e

aumentando a irrigacdo destas areas (Monteiro et al., 2010Db).
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O organismo de todos os mamiferos possui 0 seu proprio sistema endogeno de
regeneracdo através das SSCs residentes nos tecidos. As SSCs reparam os tecidos através do
seu potencial de diferenciacdo em células funcionais e por meio da secrecdo de diversas
moléculas bioativas. Todavia, muitas vezes as SSCs do organismo (SCs intrinsecas) sao
incapazes de regenerar os tecidos lesados, dependendo do grau da leséo e da cronicidade da
doenca. Para além disso, a quantidade destas celulas reduz, significativamente, com o avanco
daidade. Desta forma, é neste cendrio que surge a necessidade de terapias celulares heter6logas,
ou seja, quando as SCs utilizadas no processo de regenerac¢ao sao retiradas de um organismo
sadio (Regenera Stem Cells, 2015).

As SCs heterdlogas nédo sofrem rejeicdo do organismo, possuem capacidade de migrar
até ao tecido lesado, podem diferenciar-se em células tecido-especificas e/ou estimular as
préprias SCs intrinsecas a promover a regeneracdo tissular. Em adicdo, as SCs apresentam
potencial imunomodulador, imunossupressor, anti-inflamatorio, antiapoptético, antifibrotico e
angiogénico. Diante de tais mecanismos de acdo, as SCs heterdlogas constituem uma
importante alternativa para a restauracdo da funcionalidade tissular, revelando uma nova

perspetiva terapéutica para a Medicina Veterinaria (Regenera Stem Cells, 2015).

1.2.3. Células estaminais mesenquimatosas

As células estaminais mesenquimatosas (MSCs, do Inglés, Mesenchymal Stem Cells)
caracterizam-se por serem uma populacéo de células somaticas multipotentes, ou seja, células
que ja se diferenciaram em dire¢do a uma linhagem celular mais especifica, embora possam
diferenciar-se em alguns tipos celulares distintos de diferentes tecidos, porém relacionados.
Este grau de plasticidade sugere que as MSCs sdo as responsaveis pelo turnover e pela
manutencdo de todos os tecidos do organismo (Meirelles et al., 2008; Caplan, 2009; Monteiro
et al., 2010a; Otto & Wright, 2011).

Inicialmente, acreditava-se que as MSCs (Figura 8) apenas estavam envolvidas nos
processos de reparacdo e homeostase dos tecidos dos quais eram isoladas, contudo, sabe-se
atualmente que possuem diversos efeitos paracrinos que contribuem para a recuperacdo e
regeneracdo de outros tipos celulares e tecidos do organismo (Caplan, 2005; Parekkadan &
Milwid, 2010; Uccelli et al., 2011; Gomez-Gaviro et al., 2012).
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As MSCs, embora possuam uma capacidade de diferenciacdo mais limitada que as
ESCs, apresentam grandes vantagens, levando-se em conta a facilidade de isolamento destas
células, a sua capacidade de propagacdo em cultura, e o facto de ndo serem imunogénicas,
podendo ser teoricamente utilizadas em transplantes alogénicos. Para além disso, as MSCs nao
usam embrides como material biolégico, contornando assim as questdes éticas, legislativas e
culturais envolvidas (Bydlowski et al., 2009; Shi et al., 2012).
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Figura 8 — Func¢des naturais das MSCs na medula 6ssea: (2) Diferenciacdo das MSCs em células do tecido
esquelético dentro da medula 6ssea; (b) Segregacao de diversos fatores sollveis que estdo envolvidos no
desenvolvimento hematopoiético; (c) Desenvolvimento de fungdes semelhantes as células que circundam os
sinusoides da medula dssea; (d) Manutencdo do microambiente da medula 6ssea, através da secrecdo e
remodelagdo da matriz extracelular (Fonte original de Parekkadan & Milwid, 2010).

Diversos estudos demonstraram que as células precursoras estromais multipotentes
podem também diferenciarem-se em linhagens germinativas ndo relacionadas, num processo
designado de transdiferenciacdo. Desta forma, MSCs podem diferenciarem-se em células da
linhagem mesodérmica, como 0sso, tecido adiposo e cartilagem, mas também teriam o
potencial de diferenciacdo endodérmico e neuroectodérmico (Wagner et al., 2005; Meirelles et
al., 2006; Uccelli et al., 2011; Takemitsu et al., 2012).
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As MSCs sdo uma populacdo heterogénea de células que proliferam, in vitro e in vivo,
exibindo morfologia fibroblastoide, com formato fusiforme. Geralmente, elas fornecem suporte
estrutural, além de regular a passagem de células através dos tecidos (Nardi & Meirelles, 2006;
Gomez-Gaviro et al., 2012; Shi et al., 2012; Filho et al., 2013).

Em culturas e em condi¢des adequadas de cultivo, as MSCs expressam um grande
numero de moléculas bioativas como as moléculas de adesdo, as proteinas de matriz
extracelular, as citocinas e os recetores para fatores de crescimento, permitindo interagdes com
as demais células. Estas moléculas atuam modulando a resposta inflamatoéria, angiogénese e
mitose das células envolvidas no processo de regeneracéo tissular (Bobis et al., 2006; Caplan,
2009; Parekkadan & Milwid, 2010; Gomez-Gaviro et al., 2012).

As MSCs tornaram-se alvo de atencdo terapéutica em razdo do seu potencial
imunomodulatério. As primeiras evidéncias do papel das MSCs sobre o sistema imunitario
mostraram que a administragdo intravenosa delas em babuinos foi capaz de prolongar a
sobrevivéncia de enxertos alogénicos de pele, de forma similar a potentes farmacos
imunossupressores utilizados rotineiramente na clinica (Soares et al., 2007; Monteiro et al.,
2010a; Otto & Wright, 2011; Shi et al., 2012).

Recentemente, as MSCs foram identificadas nas regides perivasculares em varios
outros tecidos, além da medula dssea (porcdo estromal) e sangue, tanto no individuo adulto
(tecido adiposo, pericitos, pele, trabéculas 6sseas, peridsteo, polpa dentaria de dentes deciduos,
cartilagem articular, membrana sinovial, fluido sinovial e musculo esquelético), como no feto
(liquido amnidtico, placenta, figado, baco, timo e pulmé&o) (Zucconi et al., 2010; Otto & Wright,
2011; Shi et al., 2012; Dias et al., 2014).

O avanco tecnologico tem permitido avaliar o real potencial da utilizacdo terapéutica
destas células, e a sua capacidade de regeneracdo dos tecidos danificados tem vindo a ser
amplamente estudada em animais. Em adicdo, o desenvolvimento de protocolos terapéuticos
seguros ja é realidade em varios paises (Tohma et al., 2008; Parekkadan & Milwid, 2010; Shi
et al., 2012; Eridani, 2014).

As primeiras terapias com as MSCs a surgir estavam sempre relacionadas com as
MSCs derivadas da medula 6ssea. No entanto, com a evolugdo dos estudos, constatou-se que
este meio de obtencédo apresenta diversas limitagdes. Um dos principais pontos que fizeram com
que os cientistas buscassem outra alternativa de aquisi¢do das MSCs é o facto de a medula 6ssea
possuir uma populagdo de células muito heterogénea, dificultando a cultura e a quantidade
destas (Gomez-Gaviro et al., 2012; Filho et al., 2013).
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Desta forma, as MSCs derivadas do tecido adiposo tornaram-se numa forma de
obtencdo mais simplificada e rentavel, tendo em vista a quantidade de MSCs que pode ser

produzida em comparagdo com a medula dssea (Gomez-Gaviro et al., 2012; Filho et al., 2013).

1.2.4. Células estaminais derivadas do tecido adiposo

Em 2001, as células estaminais mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo (ASCs)
foram isoladas, pela primeira vez, a partir de um lipoaspirado humano. Posteriormente, esta
fonte celular foi alvo de enorme interesse pela comunidade cientifica (Zuk et al., 2001; Spencer
& Lopez, 2011; Filho et al., 2013; Requicha, 2013). Quando comparadas com as SCs derivadas
da medula éssea, as ASCs sdo igualmente capazes de se diferenciar em células e tecidos de
origem mesodérmica (Bajada et al., 2008; Martinello et al., 2011).

O tecido adiposo canino fornece uma fonte alternativa de SCs com uma grande
capacidade de diferenciacdo e com a vantagem de ndo induzirem resposta inflamatoria
exuberante no hospedeiro transplantado (Requicha et al., 2012).

Em animais de companhia, o tecido adiposo pode ser facilmente obtido através de uma
incisdo cirurgica na regido inguinal, abdominal e/ou parede toracica, sem apresentar grandes
riscos para a salde do animal. Além disso, os procedimentos de rotina realizados em clinicas e
hospitais veterinarios, como orquiectomias, ovariohisterectomias e cesarianas, podem favorecer
um processo simples de obtencdo deste material, sem que haja a necessidade de intervengdes
exclusivas para esta finalidade (Vidal et al., 2007; Mambelli et al., 2009; Martinello et al.,
2011).

O isolamento de ASCs é realizado através de processos de digestdo enzimatica do
tecido com enzimas como a colagenase. O tecido adiposo digerido é composto por MSCs,
células endoteliais, mondcitos, macrofagos, pericitos, mastécitos, pré-adipocitos, fibroblastos e
células musculares. O uso terapéutico desta fracdo celular mista pode oferecer beneficios para
0 animal, porém o nimero de ASCs, bem como de todos os componentes celulares da fracao
vascular é variavel entre individuos (Zuk et al., 2001; Mambelli et al., 2009; Riordan et al.,
2009).
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A quantidade de SCs nos tecidos decresce com a idade, sendo consideravelmente
menor em individuos adultos/idosos. Desta forma, a mesma fragcdo vascular, se cultivada in
vitro sob condic¢des adequadas de cultivo, possibilita o isolamento de uma populacdo celular
composta somente por MSCs, apresentando maior potencial regenerativo. Por sua vez, as MSCs
que possuem elevada capacidade de expansdo in vitro podem diferenciar-se em diversos tipos
celulares maduros, como por exemplo: tecido dsseo, cartilaginoso, adiposo, muscular, neuronal,
endotelial, de entre outros (Mambelli et al., 2009; Martinello et al., 2011; Spencer & Lopez,
2011).

O papel das ASCs na Medicina Regenerativa pode estar mais relacionada a sua
capacidade de modular a imunidade e/ou inflamagdo, do que para 0s seus potenciais de
diferenciacéo (Bajada et al., 2008; Spencer & Lopez, 2011; Filho et al., 2013).

1.3. TERAPIA CELULAR EM MEDICINA VETERINARIA

Na ultima década, destacou-se um novo ramo da Medicina Veterinaria designado por
Medicina Regenerativa Veterinaria. Esta area aplica os principios das ciéncias da saude, da
biologia e da engenharia, com o intuito de obter substitutos biolégicos que mantenham,
melhorem ou restaurem as func6es de 6rgéos e de tecidos do organismo (Luna, 2007; Bajada
et al., 2008; Regenera Stem Cells, 2015).

A terapia celular € um conjunto de métodos e abordagens tecnoldgicas que propde a
transferéncia de células com fins terapéuticos para diversas doencas com a expectativa de que
estas proliferem, se diferenciem ou segreguem fatores que promovam a regeneragédo dos tecidos
lesados. Quando realizada, produz uma série de fatores que podem ser a favor ou contra o
processo (Singh & Williams, 2008; Rocha et al., 2012; Muller, 2013; Eridani, 2014). O nimero
de estudos sobre terapias regenerativas utilizando as SCs tem aumentado, consideravelmente,
nos ultimos anos em todo 0 mundo (Singh & Williams, 2008; Del Carlo et al., 2009; Filho et
al., 2013; Eridani, 2014).

A terapia com SCs isoladas a partir da medula 6ssea tem sido aplicada na rotina médica
humana no tratamento de diversas doengas hematoldgicas e imunolédgicas. Na Medicina
Veterinaria, estas terapias tém sido utilizadas em tratamentos de lesdes na coluna vertebral,
tendinites, defeitos cartilaginosos, artroses, doencas hepaticas e renais, lesdes na pele, defeitos
cardiacos e lesbes Osseas (Singh & Williams, 2008; Gade et al., 2012; Rocha et al., 2012;
Eridani, 2014).
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Estudos recentes tém sido realizados descrevendo a utilizacdo alogénica e autdloga das
MSCs para a regeneracao de diversos tecidos. Para além da aplicacdo direta na préatica da
Medicina Veterinaria, esta investigagdo visa também o desenvolvimento de modelos
experimentais, nos quais se estudam tratamentos para futura translacdo para os doentes
humanos (Monteiro et al., 2010a; Gade et al., 2012).

A possibilidade de tratamento alogénico que tem sido testada recentemente implica a
ampliacdo das perspetivas terapéuticas com estas células. Deste modo, individuos em estados
morbidos desfavordveis nao precisariam de submeter-se a colheita de MSCs e reduzir-se-ia a
espera do mesmo pelo tratamento, uma vez que a cultura de MSCs ja estaria estabelecida
(Monteiro et al., 2008).

O uso terapéutico das SCs ainda é questionado pela falta de protocolos, tanto sobre a
melhor forma de isolamento, vias (intravenosa ou intralesional) e doses de administracdo para
cada problema em especifico. Sabe-se que as SCs possuem a capacidade de migrar até aos
orgdos e tecidos lesados (biodistribuicdo) e, além disso, usufruem de fortes propriedades
imunomoduladoras (Le Blanc & Pittenger, 2005).

Estudos demonstraram a acdo paracrina das SCs através da secrecao de citocinas. Esta
acdo influencia as células adjacentes, aumentando a sobrevida celular e ativando mecanismos

enddgenos de regeneracao (Gnecchi et al., 2008; Burdon et al., 2011).

1.3.1. Aplicacdes clinicas das células estaminais mesenquimatosas

A lesdo tissular provocada por traumatismos ou agentes quimicos e/ou infeciosos pode
resultar na perda anatomica e funcional da integridade dos tecidos. Consecutivamente, uma
sequéncia complexa de eventos é desencadeada na tentativa de restaurar a integridade da area
lesada (Monteiro et al., 2010a).

Apds a lesdo tissular, um coagulo forma-se nos primeiros minutos, e as plaquetas
ativam-se, libertando fatores de crescimento. Em sequéncia, desenvolve-se um processo
inflamatorio envolvendo as células do sistema imunitario, primeiramente neutrofilos,
macrofagos e células dendriticas (resposta imunitaria inata) e, posteriormente, linfécitos

(resposta imunitaria adquirida) (Tsirogianni et al., 2006).
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Paralelamente a ocorréncia da resposta inflamatdria, as células endoteliais s&o ativadas
pela lesdo vascular e hipoxia tissular, e mais células do sistema imunitario sdo atraidas por
quimiotaxia. Esta quebra na homeostasia tissular gera um estimulo na ativagdo das MSCs. Em
resposta a esta ativagdo e a perda do contacto com as células endoteliais e com a membrana
basal, as MSCs proliferam, elevam o niumero de moléculas bioativas segregadas (fatores de
crescimento e moléculas de adesdo), migram para o local da les@o e/ou por diapedese entram
na corrente sanguinea onde exercerdo os efeitos paracrinos (Tsirogianni et al., 2006; Meirelles
et al., 2008; Parekkadan & Milwid, 2010).

As MSCs expressam uma grande variedade de recetores para quimiocinas e fatores de
crescimento. Desta forma, elas podem ser estimuladas pelas células pré-existentes no tecido
alvo a diferenciarem-se ou segregarem fatores soltveis (acdo paracrina) que estimulardo outros
tipos celulares. Sendo assim, quanto mais agudo é o processo patoldgico ou quanto mais
vascularizada ¢ a regido afetada, mais intensa é a sinalizacéo das celulas do tecido lesado e mais
efetiva serd a resposta das MSCs (Fuchs et al., 2004; Morrison & Spradling, 2008; de Souza et
al., 2010; Uccelli et al., 2011).

As MSCs tém também acdo imunorregulatéria e interagem com todas as células
envolvidas na resposta imunitaria. Muitos relatos descrevem as MSCs como tendo propriedades
imunossupressoras, através da modulacdo de muitas funcdes do linfocito T, incluindo a sua
ativacdo e que, in vitro, as MSCs sdo capazes de inibir a proliferacdo, diferenciacdo e
quimiotaxia dos linfécitos B (Bydlowski et al., 2009; de Souza et al., 2010; Parekkadan &
Milwid, 2010; Shi et al., 2012).

As moléculas bioativas segregadas pelas MSCs exercem efeitos troficos no tecido
adjacente, acarretando: efeitos antiapoptoticos nas células tecido-especifico, efeitos
imunomoduladores sobre as células do sistema imunitario inato e adaptativo, aumento da
angiogénese, e quimiotaxia para células jovens comprometidas com o processo de reparagdo
(Meirelles et al., 2008; de Souza et al., 2010; Otto & Wright, 2011; Uccelli et al., 2011).

Deste modo, pode ocorrer reducdo da resposta inflamatoria inicial, em algumas
doencas isquémicas, restabelecimento do suprimento vascular e reparacao adequada do tecido,
dependendo da extensdo e gravidade dos danos tissulares (de Souza et al., 2010; Monteiro et
al., 2010a; Parekkadan & Milwid, 2010; Filho et al., 2013).
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De acordo com ensaios realizados, as MSCs autdlogas e alogénicas podem ser
transplantadas sem provocar reacdo imunoldgica, porque ndo expressam ou expressam muito
pouco na sua superficie a molécula de histocompatibilidade de classe Il. No entanto, alguns
estudos cientificos em ratos demonstraram potenciais riscos (Figura 9) no decorrer do
transplante de MSCs, particularmente, em animais imunocomprometidos (Parekkadan &
Milwid, 2010; Shi et al., 2012).

@ MSC maldifferentiation b msc AMEDIURPIEsSOn € MSC tumorigenicity

Ghomerdn Nveda

Figura 9 — Riscos potenciais associados com o transplante de MSCs: (a) Incorreta diferenciagéo nos adipécitos
dos glomérulos e em osteossarcomas; (b) Ocorréncia de infe¢fes oportunistas, quando a resposta imunoldgica é
prejudicada pela administracéo sistémica das MSCs; (c) Crescimento de neoplasias através da proliferacéo de
células cancerigenas, de metéstases e da angiogénese (Adaptado de Parekkadan & Milwid, 2010).

As MSCs apresentam um potencial muito grande no tratamento de diversas doencas.
Contudo, estes estudos ainda estdo apenas no inicio e, embora ja se tenham alguns resultados
altamente promissores, € necessario ter em mente que muito pouco se sabe a respeito dos efeitos
a longo prazo deste tipo de terapia (Bydlowski et al., 2009; Parekkadan & Milwid, 2010; Yarak
& Okamoto, 2010; Otto & Wright, 2011).

A producdo de MSCs para este propdsito necessita da observacao e aderéncia as boas
praticas de manipulacdo, a fim de assegurar a libertacdo do produto de modo seguro,
reprodutivel e eficiente (Bydlowski et al., 2009).
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1.3.2. Terapia celular em cdes com sequelas neuroldgicas da esgana

A libertacdo de substancias inflamatorias € um dos principais fatores que interferem,
tanto de forma positiva como negativa, na migracao e consequente acdo das SCs até ao local da
lesdo. Por este motivo, é necessario compreender como funciona a libertacéo destas substancias
no sistema nervoso de um céo afetado pelo VE (Uccelli et al., 2011).

As lesbes desmielinizantes provocadas pelo VE assemelham-se, em muitos aspetos, as
lesBes geradas pelas doengas desmielinizantes em humanos, tais como a esclerose multipla e a
panencefalite esclerosante subaguda (Orsini et al., 2007).

Alguns investigadores que visam desenvolver uma nova abordagem terapéutica tém
realizado testes com o uso de SCs no tratamento das sequelas neuroldgicas da esgana. Todavia,
ainda existe pouca literatura relacionada com o uso da terapia celular nas sequelas da esgana,
mesmo sendo uma das principais doencas que atingem o SNC de cdes, resultando em lesdes
degenerativas e/ou inflamatérias (Birchard & Sherding, 2008).

Um estudo recente evidenciou que o tratamento no decorrer da fase de viremia da
doenca é ineficaz. Porém, a opgdo terapéutica proporcionada pela injecéo sistémica de células
mononucleares da medula éssea alogénicas demonstrou ser uma opg¢do segura e promissora
para o tratamento da encefalomielite derivada da esgana em cées (Brito et al., 2010).

Outros ensaios demonstraram que injecOes heterdlogas de células mononucleares da
medula 6ssea, em cédes sem raga definida (SRD) e com sequelas neuroldgicas provocadas pela
esgana, tiveram remissdo dos sinais clinicos, na maior parte dos individuos, e ndo houve
formacéo de neoplasias apds 8 meses de acompanhamento (dos Santos, 2010).

No caso especifico da encefalomielite ocasionada pelo VE, o ideal seria reparar os
danos no SNC e na medula espinhal através da reposicdo das células neurais, revertendo 0s
quadros de paralisia. Se ocorrer a implantacdo das SCs, com diferenciacdo em neurdnios
motores, seria possivel obter a reversdo do quadro de paralisia (Bydlowski et al., 2009).

Uma investigacdo em roedores demonstrou a capacidade de mielinizagdo de axonios
nas lesdes espinhais, através da diferenciacdo das ESCs humanas em oligodendrécitos, o que
promoveu uma melhoria funcional, devido a secrecdo de fatores troficos ou remielinizacdo dos
axonios (Keirstead et al., 2005; Singh & Williams, 2008; Uccelli et al., 2011).

No que diz respeito a acdo das MSCs sobre o SNC de animais afetados pelo VE,
constatou-se uma forte remielinizacdo dos axonios de neuronios motores, inducdo da
neurogénese endogena e inibicdo da apoptose neural (Uccelli et al., 2011; Regenera Stem Cells,
2015).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar o potencial das ASCs no tratamento
de sequelas neuroldgicas originadas pela esgana.

Paralelamente, este estudo pretendeu determinar a percentagem de recuperacao total e
a percentagem de recuperacdo parcial dos animais incluidos no estudo, bem como determinar
quais as sequelas neuroldgicas que permanecem mais, frequentemente, apds o término da

terapia celular, ou seja, aquelas com menor possibilidade de recuperacéo.

2.2. POPULACAO ESTUDADA

A populacédo estudada incluiu 7 cdes com sequelas neuroldgicas ocasionadas pelo VE,
sujeitos a terapia celular, entre os meses de janeiro e junho de 2015, com as ASCs obtidas na
empresa Regenera Stem Cells (RSC), localizada em Campinas, no estado de Sdo Paulo, no

Brasil.

2.3. CRITERIOS DE SELECAO

Os animais incluidos no estudo apresentavam sinais clinicos caracteristicos da esgana,
mas ndo se encontravam na fase de viremia da doenca, ou seja, todos os animais manifestavam
sequelas neurolégicas, como por exemplo: mioclonias, convulsdes, automutilacdo, paralisia,
falta de equilibrio, quedas, marcha em circulos, inclinacdo da cabeca, de entre outras. Os cées
estudados foram alvo de diagndstico da esgana pela técnica de RT-PCR.

Deste trabalho, foram excluidos todos os animais sem alteracGes do foro neuroldgico.
N&o foram incluidos no estudo, os cdes com histéria de administracdo recente de ribavirina,
porque o tratamento com SCs é sempre realizado 3 meses ap6s o término do antiviral. A acdo
da ribavirina faz com que, na maioria dos casos, 0s animais fiquem assintomaticos, mascarando
assim as sequelas da esgana. De forma idéntica, foram excluidos os animais diagnosticados
com neoplasia, porque a préatica da terapia celular regenerativa € contraindicada na presenca
desta doenca. Da mesma forma, foram excluidos do estudo, os cdes com encurtamento
tendinoso e com deméncia grave, isto €, animais que apresentavam um estado mental de

obnubilagéo, estupor e coma.
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Em situacdes de paralisia cronica, o0 musculo ndo é solicitado a restabelecer o seu

comprimento normal, ocorrendo uma retracdo muscular. Deste modo, esta condicdo vai

ocasionar a diminuicdo do comprimento muscular e, consequentemente, 0 encurtamento

tendinoso.

2.4. RECOLHA DE DADOS CLINICOS ANTES DA TERAPIA

Os dados clinicos utilizados neste estudo foram reunidos com o auxilio de uma ficha

de recolha de dados, representada no Anexo I, e na qual constam as seguintes informagdes:

R N N N N NI

v
v

Identificacdo do animal: sexo, idade e raca;

Estado mental;

Marcha dos membros toracicos;

Marcha dos membros pélvicos;

Sequelas neuroldgicas da esgana;

Tempo de sequela neuroldgica;

Diagnostico: todos os animais foram diagnosticados por RT-PCR utilizando
amostras como sangue, urina e zaragatoa ocular;

Tipo de vacina utilizada: certificada (administrada pelo Médico Veterinario no
interior de uma clinica ou hospital veterinario) ou nédo certificada (comprada em
lojas de animais e administrada pelo responsavel da loja ou pelo préprio dono);
Terapias complementares previamente utilizadas: fisioterapia e/ou acupuntura;

NUmero de aplicacdes de ASCs.

Determinados sinais clinicos associados a sequelas neurolégicas foram categorizados

numa escala qualitativa para melhor avaliacdo e compreensdo da evolucdo clinica dos animais.

Desta forma, destacam-se 0s seguintes sinais clinicos:

v Mioclonias: ligeiras, moderadas e/ou graves;

v Atrofia muscular: ligeira, moderada e/ou grave;

v" Posicdo de esfinge:

1- Incapacidade de adotar a posicao de esfinge;
2
3
4

Capacidade de sustentar a posicao de esfinge durante 5 minutos;

Capacidade de sustentar a posicao de esfinge durante 10 minutos;

Capacidade de adotar a posigéo de esfinge.
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2.5. OBTENCAO DAS CELULAS ESTAMINAIS DERIVADAS
DO TECIDO ADIPOSO

As ASCs caninas utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela RSC, a qual é uma
empresa biotecnoldgica que, desde 2011, tem atividade no Brasil no ramo da Medicina
Regenerativa Veterinaria.

Esta empresa dispGe de uma equipa multidisciplinar constituida por Bidlogos,
Engenheiros Biomédicos e Médicos Veterinarios especializados nas areas de biologia celular e
tissular, biotecnologia das SCs, bem como na clinica médica e cirurgia veterinarias. A RSC é
uma empresa brasileira, no campo da Medicina Veterinaria, que possui um laboratério (Figura
10) classificacdo 1SO 7 (referente a pureza do ar no ambiente de manipulacéo das SCs), com
reconhecimento internacional dos seus processos biotecnoldgicos e do rigoroso controlo da
qualidade.

A RSC possui um banco de ASCs estabelecido a partir de dadores jovens e saudaveis.
Deste modo, é favorecida a disponibilizacdo de material bioldgico de forma rapida e segura,
uma vez que as células ndo causam rejeicdo ou quaisquer outros efeitos colaterais indesejaveis,

conforme os protocolos desenvolvidos pela empresa (Regenera Stem Cells, 2015).

Figura 10 — Laborat6rio da empresa responsavel pela terapia celular regenerativa, onde se podem observar a
camara de fluxo laminar, a incubadora de culturas celulares, o microscépio, a centrifuga e diversos kits contendo
pipetas e tubos descartaveis utilizados na preparacao das ASCs.
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2.6. PROTOCOLO DE TERAPIA CELULAR

A RSC utiliza ASCs que passam, previamente, por um processo de isolamento, cultura,
expansdo, caracterizacdo e padronizacdo desenvolvidos pela propria empresa para que,
posteriormente, sejam congeladas a -80°C e armazenadas no banco de células.

Uma vez que estas células tém uma acdo imunomoduladora e imunossupressora, a
inducdo da resposta imunoldgica ndo ocorre apos a injecdo das ASCs. Sendo assim, ndo ha
manifestacdo de sinais clinicos de rejeicdo quando aplicadas em individuos diferentes dos
dadores (terapia heterdloga).

Para animais que apresentam sequelas neuroldgicas derivadas da esgana, geralmente,
sdo indicadas 3 aplicagdes de ASCs, via intravenosa, com intervalo médio de 30 dias.

O numero de aplicacbes de ASCs foi registado para cada caso clinico em especifico,
porque, embora o recomendado sejam 3 transplantes, existem proprietarios que ndo tém
possibilidades para assumir o tratamento completo.

O protocolo terapéutico utilizado neste estudo compreendeu as seguintes etapas:

- Obtencdo das ASCs atraves de fragmentos de tecido adiposo de animais dadores,
jovens e saudaveis, que durante uma cirurgia eletiva (por exemplo, a orquiectomia ou a
ovariohisterectomia) doaram o material para o laboratério da RSC;

- Apos solicitacdo das ASCs pelo Médico Veterinario, estas foram devidamente
processadas e enviadas para a clinica veterinaria sob condicBes térmicas adequadas
(geralmente, em gelo seco);

- No momento em que as células chegaram a clinica veterinaria, 0 Médico Veterinario
descongelou-as em banho-maria a 37°C;

- Posteriormente, 0 Médico Veterinario transferiu todo o contetdo presente no criotubo
para uma solucdo de descongelamento e procedeu a sua centrifugacéo;

- Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado. De seguida, adicionou-se a
primeira solucdo de lavagem e homogeneizou-se delicadamente, com o intuito de dissolver o
precipitado (Figuras 11);

- Centrifugou-se, novamente, o criotubo. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi
desprezado. Depois, adicionou-se a segunda solucdo de lavagem e homogeneizou-se

delicadamente, com o intuito de dissolver o precipitado;
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- Procedeu-se a ultima centrifugacdo. Imediatamente apds a centrifugacdo, o Médico
Veterinario desprezou o sobrenadante e adicionou cerca de 2 ml de soro fisioldgico (NaCl
0,9%) para posterior aplicacdo no animal. De seguida, homogeneizou-se delicadamente até que
0 precipitado se dissolveu;

- Com a seringa de 3 ml e a agulha hipodérmica descartavel (40 mm de comprimento
x 1,20 mm de diametro, com 18 Gauss e de cor rosa), aspirou-se todo o contetdo do tubo;

- A administracdo intravenosa ao nivel das veias cefalica, safena ou jugular externa foi
realizada lentamente durante cerca de 1 minuto. A quantidade de ASCs injetadas variou entre

1 a 10 milhdes dependendo do peso vivo do animal (Regenera Stem Cells, 2015).

Figuras 11 — Procedimento de preparagdo das ASCs para posterior administra¢do intravenosa no animal pelo
Médico Veterinario. A: tubo com a solugdo de descongelamento ap6s a centrifugacdo, onde se pode observar o
precipitado, ou seja, as ASCs. B: mistura das ASCs com a primeira solucdo de lavagem.

2.7. MONITORIZACAO DA TERAPIA CELULAR

Com o objetivo de se obter uma amostra representativa e homogénea, a evolucéo
clinica de cada animal foi avaliada sempre a cada 30 dias, antes da aplicacdo das ASCs.

Desta forma, nas tabelas representadas na sec¢do dos Resultados, aparecem as
nomenclaturas “Dia 07, “Dia 307, “Dia 60” e “Dia 90” que correspondem aos seguintes
significados:

v Dia 0: monitorizacdo do animal no dia do primeiro transplante com as ASCs;

v Dia 30: monitorizag&o do animal 30 dias ap6s o primeiro transplante com as ASCs;

v Dia 60: monitorizacéo do animal 30 dias ap6s o segundo transplante com as ASCs,

isto é, 60 dias desde o inicio da terapia celular regenerativa;

v Dia 90: monitorizacao do animal 30 dias apo6s o terceiro transplante com as ASCs,

isto €, 90 dias desde o inicio da terapia celular regenerativa.
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Os parametros pertencentes a ficha de recolha de dados, que foram analisados

mensalmente, antes do transplante das ASCs, foram os seguintes:

v' Estado mental;

v Marcha dos membros toracicos;
v Marcha dos membros pélvicos;
v" Sequelas neuroldgicas da esgana.

Antes da administracdo mensal das ASCs, todos os animais incluidos neste estudo
foram avaliados minuciosamente, observando-se sobretudo a locomocéo em diferentes pisos e
direcdes, submetendo-se o animal aos estimulos auditivos do préprio dono.

Com o intuito de complementar a avaliacdo previamente efetuada, com detalhes mais

profundos, foram realizados videos ao longo da terapia celular.

2.8. ANALISE ESTATISTICA

Com base nos dados clinicos obtidos foi realizada uma anélise estatistica descritiva,
com recurso ao Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, Estados Unidos da América).

As variaveis consideradas importantes para o estudo foram as seguintes: sexo, idade,
raca, estado vacinal, tempo de sequela neuroldgica, realizacdo de terapias complementares
(fisioterapia e/ou acupuntura), avaliacdo da evolucdo do quadro clinico apds a realizacdo das
terapias complementares, nimero de aplicacdes de ASCs, estado mental, sequelas neuroldgicas
observadas com maior frequéncia antes e no decorrer da terapia celular, percentagem de
recuperacdo total e parcial dos animais, sequelas neuroldgicas que permanecem nos animais
com recuperacao parcial ap6s o término da terapia celular, e a relacdo entre o tempo de sequela

neuroldgica e a recuperacdo dos animais.
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3. RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

A populacdo em estudo foi constituida por 7 cées cujas caracteristicas principais estao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Resumo das caracteristicas dos 7 animais estudados.

Animal Sexo Idade Raga Tipo de vacina utilizada
Al Fémea 15 meses SRD Vacinada com vacinas ndo certificadas.
A2 Macho 7 meses SRD N&o vacinado.
A3 Fémea 36 meses SRD Vacinada com vacinas néo certificadas.
Ad Fémea 30 meses ;232232: Vacinada com vacinas certificadas.
A5 Macho 21 meses SRD Vacinado com vacinas certificadas.

Vacinado parcialmente (duas doses) com vacinas

A6 Macho 36 meses Dachshund T
certificadas.

A7 Macho 60 meses Pinscher Vacinado com vacinas nao certificadas.

Em relacdo ao sexo, 57% dos animais (4/7) eram machos e 43% (3/7) eram fémeas
(Figura 12).

N w ~

Ndmero de animais

[E

Sexo

Macho ®Fémea

Figura 12 — Distribuigdo da populacdo em estudo em relagéo ao sexo (frequéncia absoluta).
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Na Figura 13 esta representada a distribuicdo etaria dos animais incluidos no estudo.
A média de idades dos 7 cdes estudados foi de 29 meses, isto €, 2 anos e 5 meses.

Animal 1
Animal 2
Animal 3
Animal 4
Animal 5

Animal 6

Animal 7

0 10 20 30 40 50 60
Idade (meses)

Figura 13 — Distribuicao etaria dos cées incluidos no estudo.

Relativamente as ragas, 57% dos cdes (4/7) eram sem raca definida (SRD) e os

restantes 3 animais eram das racgas Labrador Retriever, Dachshund e Pinscher (Figura 14).

= SRD = Labrador Retriever = Dachshund = Pinscher

Figura 14 — Distribuicdo racial dos caes incluidos no estudo (frequéncia absoluta).
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Quanto ao estado vacinal dos animais estudados, 43% dos caes (3/7) foram vacinados
com vacinas ndo certificadas, 29% (2/7) foram vacinados com vacinas certificadas, 14% (1/7)
n&o foi vacinado e 14% (1/7) foi vacinado parcialmente (duas doses) com vacinas certificadas
(Figura 15).

NUmero de animais
N

Vacinado com vacinas ndo certificadas
m Vacinado com vacinas certificadas
® Nao vacinado

m Vacinado parcialmente (duas doses) com vacinas certificadas

Figura 15 — Distribuicao da populacéo em estudo em relagdo ao tipo de vacina utilizada (frequéncia absoluta).

Tabela 2 — Informagdo dos 7 animais estudados em relacéo ao tempo de sequela neuroldgica, realizacao
de terapias complementares e nimero de aplicagdes de ASCs.

Tempo de sequela NUmero de

Animal - Terapias complementares L
neurolodgica P P aplicagbes de ASCs

Iniciou fisioterapia e acupuntura 3
Al 3 meses meses antes da terapia celular, porém, 3
sem melhora significativa.

A2 4 meses Sem tratamento complementar. 3
Iniciou acupuntura 3 meses antes da
A3 4 meses terapia celular, porém, sem melhora 3
significativa.

Iniciou fisioterapia e acupuntura 4
A4 5 meses meses antes da terapia celular, porém, 3
sem melhora significativa.

Iniciou fisioterapia e acupuntura 7
A5 7 meses meses antes da terapia celular, com 3
melhora do quadro clinico.

Ab6 30 meses Sem tratamento complementar. 2

A7 36 meses Sem tratamento complementar. 3
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Na Figura 16 esta representada a distribuicdo do tempo de sequela neurolégica dos
animais incluidos no estudo.

Animal 1
Animal 2
Animal 3
Animal 4
Animal 5
Animal 6

Animal 7

0 10 20 30 40
Tempo de sequela neuroldgica (meses)

Figura 16 — Distribuicdo do tempo de sequela neuroldgica dos cées incluidos no estudo.

No que concerne as terapias complementares utilizadas, 57% dos animais (4/7)
realizaram a pratica e 43% (3/7) ndo realizaram a pratica de fisioterapia e/ou acupuntura (Figura
17).

= Sim = N&ao

Figura 17 — Distribuicéo dos cdes incluidos no estudo que realizaram ou ndo as terapias complementares
(frequéncia absoluta).
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Dos animais que realizaram as terapias complementares, 75% (3/4) ndo tiveram
melhora significativa do quadro clinico e 25% (1/4) teve melhora do quadro clinico (Figura 18).

NUmero de animais
N

= Com melhora do quadro clinico = Sem melhora do quadro clinico

Figura 18 — Distribuicao dos ces incluidos no estudo que revelaram melhora ou ndo do quadro clinico apds a
realizagdo das terapias complementares (frequéncia absoluta).

Relativamente ao nimero de aplica¢fes de ASCs, apenas 1 animal ndo realizou os 3

transplantes (Figura 19).

= Trés aplicacBes de ASCs = Duas aplicacdes de ASCs

Figura 19 — Distribuicao do nimero de aplicages de ASCs dos cées incluidos no estudo (frequéncia absoluta).
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3.2. DESCRICAO DA EVOLUCAO CLINICA

Nas tabelas seguintes, encontram-se registados todos o0s parametros clinicos
observados nos 7 caes em estudo. Estes foram analisados antes da administracdo das ASCs e a
cada 30 dias apds o inicio do tratamento.

Tabela 3 — Resumo da evolucdo clinica do animal 1.

Animal Estado Marcha dos membros  Marcha dos membros -
L P Sequelas neurolégicas
1 mental toréacicos pélvicos
Incontinéncia urinéria;
Auséncia de dor profunda
Auséncia de Auséncia de nos membros toracicos e
Dia 0 Alerta movimentos voluntarios  movimentos voluntarios  pélvicos; Atrofia muscular
(paralisia). (paralisia). ligeira nos membros
toracicos e moderada nos
membros pélvicos.
Incapacidade de levantar Incapacidade de
e sustentar o peso do levantar e sustentar o Mioclonias de nivel
Dia 30 Alerta corpo; Quando peso do corpo; Quando moderado nos membros
sustentada apresentava sustentada apresentava pélvicos.
ataxia ligeira. ataxia moderada.
Capacidade de levantar Capacidade de levantar . L
. e sustentar o peso do Mioclonias ligeiras nos
Dia 60 Alerta e sustentar o peso do corpo: Marcha membros pélvicos
corpo; Marcha normal. __corpo, - P '
ligeiramente ataxica.
Dia 90 Alerta Marcha normal. Marcha normal. Ausencia de sequelas

neurolégicas.
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Tabela 4 — Resumo da evolucdo clinica do animal 2.

Animal
2

Estado
mental

Marcha dos membros
toréacicos

Marcha dos membros
pélvicos

Sequelas neurolégicas

Dia 0

Alerta

Marcha normal.

Movimentos ligeiros e
voluntéarios no membro
pélvico esquerdo;
Auséncia de
movimentos voluntéarios
no membro pélvico
direito (paraparésia).

Convulsoes;
Automutilacdo; Reflexos
diminuidos a ausentes nos
membros pélvicos; Atrofia

muscular nos membros
pélvicos; Mioclonias na
regido da cabeca.

Dia 30

Alerta

Marcha normal.

Capacidade de levantar
e sustentar o peso do
corpo; Marcha
ligeiramente atéxica.

Auséncia de sequelas
neuroldégicas.

Dia 60

Alerta

Marcha normal.

Capacidade de levantar
e sustentar o peso do
corpo; Marcha
ligeiramente atéaxica.

Auséncia de sequelas
neurolégicas.

Dia 90

Alerta

Marcha normal.

Marcha normal.

Auséncia de sequelas
neurolégicas.
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Tabela 5 — Resumo da evolugdo clinica do animal 3.

Animal Estado Marcha dos membros Marcha dos membros , .
L L Sequelas neurolégicas
3 mental toréacicos pélvicos
a Mioclonias de nivel
Auséncia de moderado nos membros
Dia 0 Alerta Marcha normal. movimentos voluntarios

(paraparésia).

pélvicos; Atrofia muscular
ligeira e generalizada.

Incapacidade de
levantar e sustentar o
peso do corpo; Quando
Dia 30 Alerta Marcha normal. susten_tada apre_ser]tava
movimentos ligeiros
nos membros toracicos
e ataxia moderada nos
membros pélvicos.

Mioclonias de nivel
moderado nos membros
pélvicos.

Capacidade de levantar

. e sustentar o peso do
Dia 60 Alerta Marcha normal. corpo: Marcha

ligeiramente atéxica.

Auséncia de sequelas
neuroldégicas.

Dia 90 Alerta Marcha normal. Marcha normal.

Mioclonias de nivel
moderado nos membros
pélvicos.
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Tabela 6 — Resumo da evolucdo clinica do animal 4.

Animal Estado Marcha dos membros Marcha dos membros , .
L o Sequelas neurolégicas
4 mental toréacicos pélvicos
Auséncia de dor profunda
\ nos membros pélvicos;
Auséncia de Mioclonias ligeiras nos
Dia 0 Alerta Marcha normal. movimentos voluntarios 9

(paraparésia).

membros pélvicos; Atrofia
muscular ligeira nos
membros pélvicos.

Incapacidade de
levantar e sustentar o
peso do corpo; Quando
Dia 30 Alerta Marcha normal. susten_tada aprgseqtava
movimentos ligeiros
nos membros toracicos
e ataxia moderada nos
membros pélvicos.

Mioclonias ligeiras nos
membros pélvicos.

Capacidade de levantar

. e sustentar o peso do
Dia 60 Alerta Marcha normal. corpo: Marcha

ligeiramente ataxica.

Mioclonias ligeiras nos
membros pélvicos.

Dia 90 Alerta Marcha normal. Marcha normal.

Auséncia de sequelas
neurolégicas.
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Tabela 7 — Resumo da evolugdo clinica do animal 5.

Animal Estado Marcha dos membros Marcha dos membros , .
L o Sequelas neurolégicas
5 mental toréacicos pélvicos
Incapacidade de levantar Incapacidade de N
Convulsdes; Défice
e sustentar o peso do levantar e sustentar o . .
) ] propriocetivo nos membros
corpo; Quando peso do corpo; Quando L DA
. torécicos e pélvicos;
Dia0 Alerta sustentado apresentava  sustentado apresentava . . ;
) o . Y Mioclonias de nivel
movimentos ligeiros nos movimentos ligeiros ,
P = .~ moderado nos musculos da
membros toracicos; nos membros pélvicos; face
Ataxia e paresia graves.  Ataxia e paresia graves. '
Dificuldade para se Dificuldade para se . L
. ) ) Mioclonias ligeiras nos
Dia 30 Alerta levantar; Marcha levantar; Marcha .
L. L musculos da face.
ataxica. ataxica.
Capacidade de levantar Capacidade de levantar
. e sustentar o peso do e sustentar o peso do Mioclonias ligeiras nos
Dia 60 Alerta : . . i |
corpo; Ataxia e paresia corpo; Marcha musculos da face.
ligeiras. ligeiramente atéaxica.
. Mioclonias ligeiras nos
Dia 90 Alerta Marcha normal. Marcha normal. g

musculos da face.

Tabela 8 — Resumo da evolugdo clinica do animal 6.

Animal Estado Marcha dos membros  Marcha dos membros -
P . Sequelas neuroldgicas
6 mental toracicos pélvicos
Incapacidade de se Incapacidade de se
levantar; Quando levantar; Quando
Dia0 Alerta sustentado suportava o sustentado suportava o Falta de equilibrio grave.
peso do corpo; Ataxiae  peso do corpo; Ataxia e
paresia graves. paresia graves.
Capacidade de levantar ~ Capacidade de levantar I .
Falta de equilibrio em nivel
. e sustentar o peso do e sustentar o peso do )
Dia 30 Alerta ) . . ) ; moderado; Marcha em
corpo; Ataxia e paresia corpo; Ataxia . .
circulos; Quedas.
moderadas. moderada.
Capacidade de levantar ~ Capacidade de levantar
Dia 60 Alerta e sustentar 0 peso do e sustentar 0 peso do Falta de equilibrio ligeiro.

corpo; Marcha
ligeiramente atéaxica.

corpo; Marcha
ligeiramente ataxica.
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Tabela 9 — Resumo da evolugdo clinica do animal 7.

Animal Estado Marcha dos membros  Marcha dos membros -
L L Sequelas neurolégicas
7 mental toréacicos pélvicos
Incapacidade de adotar a
Incapacidade de levantar Incapacidade de posicdo de esfinge;
e sustentar o peso do levantar e sustentar o Presenga de sinais
Dia 0 Alerta corpo; Quando peso do corpo; Quando  vestibulares: inclinacdo da
sustentado apresentava  sustentado apresentava  cabeca (head tilt), quedas,
ataxia moderada a leve.  ataxia moderada a leve.  marcha em circulos e falta
de equilibrio grave.
Incapacidade de levantar .
Incapacidade de
e sustentar o peso do S .
corpo; Quando levantar e sustentar o Falta de equilibrio em nivel
Dia 30 Alerta PO, peso do corpo; Quando moderado; Marcha em
sustentado apresentava . .
. . sustentado apresentava circulos; Quedas.
ataxia e paresia .
ataxia moderada a leve.
moderadas a leves.
Capacidade de levantar ~ Capacidade de levantar
e sustentar o peso do e sustentar o peso do Canacidade de adotar a
Dia 60 Alerta corpo; Marcha ataxicae  corpo; Marcha ataxica e pacia .
. B posicéo de esfinge.
em circulos parao lado  em circulos para o lado
esquerdo. esquerdo.
Capacidade de levantar ~ Capacidade de levantar
e sustentar o peso do e sustentar o peso do
Dia 90 Alerta corpo; Marcha atdxicae  corpo; Marcha atdxicae  Falta de equilibrio ligeiro.

em circulos para o lado
esquerdo.

em circulos para o lado
esquerdo.

No que diz respeito ao estado mental, todos os animais apresentavam-se em alerta

durante todo o tratamento com as ASCs.

Relativamente as sequelas neuroldgicas observadas com maior frequéncia antes e no
decorrer da terapia celular (Figura 20), a alteracdo locomotora (incapacidade de adotar a posi¢éo
de esfinge) destacou-se em todos os animais estudados. As mioclonias ocorreram em 5 caes
(71%), e tanto as convulsGes como a ataxia vestibular (perda de equilibrio) manifestaram-se em

apenas 2 animais (29%).

56



Ana Raquel Marques | Terapia com células estaminais em cées com sequelas neuroldgicas da esgana

NUmero de animais
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Figura 20 — Distribuicdo da populagdo em estudo em relagéo as sequelas neurolégicas mais, frequentemente,
observadas antes e durante a terapia celular (frequéncia absoluta).

No que concerne a recuperagdo dos animais, 43% (3/7) atingiram um nivel total de

recuperacgdo da doenca e 57% (4/7) recuperaram parcialmente (Figura 21).

4
3

| l

0

m Recuperacdo total ~ m Recuperagdo parcial

w B

N

NUmero de animais

Figura 21 — Distribuicdo da populagao em estudo em relagdo a recuperagdo dos animais (frequéncia absoluta).

Dos 4 animais que obtiveram somente uma recuperacdo parcial, 50% (2/4)
permaneceram com uma sequela neurolégica (mioclonias) e 50% (2/4) permaneceram com
duas sequelas neuroldgicas (ataxia cerebelar e ataxia vestibular) (Figura 22).
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Mioclonias  m Ataxia cerebelar ® Ataxia vestibular

Figura 22 — Distribuicao da populacdo em estudo em relacéo a permanéncia de determinadas sequelas
neuroldgicas ap6s o término da terapia celular (frequéncia absoluta).

As mioclonias, a ataxia cerebelar (marcha ataxica/incoordenacdo motora) e a ataxia
vestibular (perda de equilibrio) foram consideradas as sequelas neuroldgicas com menor
possibilidade de recuperacdo, ou seja, aquelas que apresentam pior prognéstico face ao

tratamento com as ASCs.

Na Figura 23 esta representada a relacdo entre o tempo de sequela neuroldgica e a

recuperagdo dos animais.
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Figura 23 — Distribuicdo da populacdo em estudo em relagdo ao tempo de sequela neuroldgica e a recuperacao.
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N&o se verificou uma relacdo direta entre o tempo de sequelas e a recuperacdo dos
animais. No entanto, constatou-se que naqueles animais em que as sequelas neurologicas
tinham mais de um ano de duragéo, houve a recuperacao locomotora (capacidade de adotar a
posicdo de esfinge), contudo a persisténcia de duas sequelas neuroldgicas (ataxia cerebelar e
ataxia vestibular). Nos animais com 4 e 7 meses de tempo de sequela, também houve a
recuperacdo locomotora, mas apenas se confirmou a existéncia de uma sequela neuroldgica
(mioclonias).

No animal 6 a realizagcdo de apenas 2 transplantes com ASCs ndo teve o efeito
desejado, pois verificou-se uma recuperacdo parcial com persisténcia de duas sequelas

neuroldgicas (ataxia cerebelar e ataxia vestibular).
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo estudar o potencial de uma terapia celular no
tratamento de cdes com sequelas decorrentes da esgana. Esta doenca, desde os primeiros relatos
descritos por Jenner, em 1809, continua a ser uma das mais importantes doencas
infectocontagiosas do cdo, apresentando uma elevada taxa de mortalidade que varia entre 25 a
75% (Appel & Summers, 1999; Nelson & Couto, 2006).

A populacgéo estudada foi composta por animais de diferentes racas, sexos e idades. A
maior parte dos individuos afetados pela doenca eram jovens e adultos, o que esta de acordo
com a literatura que refere que qualquer faixa etdria pode ser acometida. Os cdes jovens
parecem ser 0s mais suscetiveis e os cdes idosos os menos atingidos pelo VE (Appel &
Summers, 1999; Greene & Appel, 2006).

No que diz respeito a idade dos animais, os resultados obtidos sdao semelhantes aos de
um estudo norte-americano que compilou dados de mais de 100 casos de esgana com
manifestacdo neuroldgica, observando-se que embora pouco mais da metade dos casos tenham
ocorrido em cdes com menos de 1 ano de idade, uma boa parte dos casos ocorreu em cées
adultos (Tipold et al., 1992).

E possivel que a alta prevaléncia de esgana em cées adultos neste estudo, seja devida
a falta de revacinacdo periddica, um procedimento ainda pouco frequente entre tutores de cdes
no Brasil. Outro fator considerado relevante é o facto de o estudo incidir sobre animais com
sequelas neuroldgicas e ndo sobre a doenca ativa.

Os cdes jovens sao menos suscetiveis a disturbios neuroldgicos ocasionados pelo VE,
dado que alguns cachorros podem sobreviver a infecdo inicial e, posteriormente, desenvolver
imunidade parcial ao virus. Desta forma, estes cdes correm o risco de mais tarde, quando
adultos, manifestarem a doenca no SNC (Fenner, 2004).

A ndo vacinacdo ou vacinacdo inadequada contra o VE é considerada por diversos
autores como sendo um fator predisponente para a ocorréncia da doenca (Tudury et al., 1997).
O protocolo vacinal deve seguir as recomendacdes propostas pela World Small Animal
Veterinary Association (WSAVA) que consistem na vacinacdo a cada 3 a 4 semanas, entre as 6
e as 16 semanas de idades, revacinagdo no primeiro ano de vida, seguida por revacina¢do num

intervalo inferior a 3 anos (Greene & Appel, 2006).
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No presente trabalho, a grande parte da populacédo canina ndo obedeceu ao esquema
de imunizacdo apropriado. De entre os erros de vacinacdo observados, destacam-se 0s
seguintes: intervalo inadequado entre as doses, término da vacinacdo antes das 16 semanas de
idade (momento em que anticorpos maternos ainda podem estar presentes, prejudicando a
resposta a vacinacao), atraso na primeira revacinacao anual e intervalo de revacinagdo superior
a 3 anos, sendo que na maioria dos casos, 0s animais foram vacinados apenas quando eram
cachorros. A maioria dos tutores desconhece a importancia de seguir o esquema adequado de
vacinacdo. Deste modo, torna-se essencial salientar que cédes que ndo recebem imunizacéo
periddica podem perder a protecdo e tornarem-se suscetiveis a infecdo pelo VE (Greene &
Appel, 2006).

Num estudo realizado no Brasil, verificou-se grande percentagem de titulos abaixo do
valor considerado protetor em cdes vacinados corretamente (Monti, 2004). Outros estudos
demonstraram que a prevaléncia da esgana no Brasil varia de 6,1 a 11,7%, de acordo com a
regido e a metodologia utilizada no diagndstico. Sendo assim, sugere-se que engquanto nao
existirem programas de esclarecimento para a populacdo, seja mais prudente manter o esquema
de revacinagdo anual dos animais adultos (Gouveia et al., 1987; Headley & Graga, 2000).

A manifestacdo clinica da esgana varia consoante a viruléncia da estirpe infetante, a
idade e o perfil imunitario do cdo. Mais de 50% das infecdes pelo VE sdo subclinicas ou com
sinais clinicos moderados, como apatia, hiporexia, febre, desidratacdo, secrecdo oculonasal
serosa a mucopurulenta, tosse, estertores pulmonares, vomito e diarreia (Appel & Summers,
1999; Amude et al., 2006b; Greene & Appel, 2006).

As sequelas neuroldgicas referidas como mais frequentes na encefalomielite
decorrente da esgana incluem: mioclonias, convulsdes, ataxia cerebelar, vestibular ou sensorial,
cegueira, tetraparésia, paraparésia e paraplegia (Vandevelde & Cachin, 1993; Tudury et al.,
1997; Silva et al., 2007).

No presente estudo, as sequelas neuroldgicas observadas com maior frequéncia foram
as seguintes: alteracdo locomotora visivel nos 7 animais estudados, sendo que 1 caso
apresentava paralisia, 3 apresentavam paraparésia, 2 apresentavam tetraparésia e em 1 caso 0
animal apresentava parésia moderada a leve que evolui para marcha ataxica e em circulos para
o0 lado esquerdo (ataxia cerebelar); mioclonias em 5 animais; convulsdes em 2 animais; e ataxia

vestibular (perda de equilibrio) também em 2 animais.
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Silva e colegas (2007) observaram mioclonias em 38,4% dos casos, enquanto Tudury
e parceiros (1997) observaram em 75,3% dos animais estudados, e Tipold e colaboradores
(1992) relataram em menos de 50% dos casos. Esta variacdo nas frequéncias dos diferentes
sinais neuroldgicos pode estar relacionada tanto a forma de selecdo dos animais estudados,
quanto ao tempo de evolucao da doenca, estirpe viral, idade e imunocompeténcia do hospedeiro.

Dos 5 animais que apresentaram mioclonias, 3 manifestaram nos membros pélvicos e
2 nos musculos faciais. A fisiopatogenia da mioclonia na esgana ndo estd completamente
esclarecida. Estudos experimentais demonstraram que a anormalidade ocorre na medula
espinhal ou no tronco encefalico dentro de circuitos neurais intrinsecos, e uma lesdo nos nucleos
basais pode funcionar como um marca-passo na medula espinhal ou no tronco encefalico e
iniciar as mioclonias (Summers et al., 1995; Amude et al., 2006b; Lorenz & Kornegay, 2006).

Exceto nas situagcbes em que 0 animal apresenta sinais classicos de mioclonias com
frequéncia, o diagndstico clinico e laboratorial da esgana canina é de dificil obtengdo. Em vérios
casos o diagndstico clinico € incerto e as alteracfes hematologicas, bioquimicas, bem como a
analise do liquido cefalorraquidiano podem néo ser conclusivas (Shell, 1990; Greene, 1998;
Frisk et al., 1999; Moritz et al., 2000).

Todos os animais submetidos a terapia celular realizaram o diagnostico da esgana
através da técnica de RT-PCR, nomeadamente, para contornar os inconvenientes da ndo sintese
de proteinas virais nas formas subaguda e crénica ou da presenca de anticorpos, que podem
interferir, substancialmente, na maioria dos métodos de diagnostico ante mortem. A RT-PCR €
um meio de diagndstico etioldgico fidedigno, rapido e com niveis elevados de especificidade e
sensibilidade (Shin et al., 2004; J6zwik & Frymus, 2005).

Relativamente ao tempo de permanéncia das sequelas neuroldgicas, 5 animais
apresentavam a encefalomielite hd menos de 1 ano e 0s outros 2 animais exibiam as alteraces
do foro neuroldgico ha mais de 1 ano.

No que diz respeito a eficacia da terapia celular nos 7 cdes estudados, 3 dos animais
alcancaram uma recuperacdo total e 4 atingiram apenas uma recuperacdo parcial. Destes 4
animais, 2 permaneceram com uma sequela neuroldgica (mioclonias) e os outros 2 ficaram com
duas sequelas neuroldgicas (ataxia cerebelar e ataxia vestibular). Por conseguinte, as
mioclonias, a ataxia cerebelar e a ataxia vestibular foram consideradas as sequelas neuroldgicas

com pior prognostico face ao tratamento com as ASCs.
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De acordo com os trabalhos desenvolvidos pela RSC, em aproximadamente 80% dos
casos de sequelas de até 1 ano obteve-se uma recuperacdo completa ou parcial dos movimentos,
que varia consoante o tempo e grau da sequela e, particularmente, segundo o estado do sistema
locomotor do animal. Em sequelas superiores a 1 ano é necessario esclarecer ao proprietario
que as hipoteses de recuperacdo descem, significativamente, para cerca de 15%. Por
conseguinte, a realizacdo tardia da terapia, pode da mesma forma, acarretar no insucesso da
mesma, uma vez que as SCs sdo direcionadas ao local da lesdo através de mediadores
inflamatorios, que podem estar reduzidos em lesdes cronicas (Brito et al., 2010; dos Santos,
2010; Regenera Stem Cells, 2015).

No presente estudo, ndo se observou uma relacéo linear entre o tempo de sequelas e a
recuperacdo dos animais. No entanto, verificou-se que naqueles animais em que as sequelas
neuroldgicas estavam permanentes ha mais de 1 ano, houve a persisténcia de duas sequelas
(ataxia cerebelar e ataxia vestibular).

No decorrer da terapia celular, 6 animais realizaram 3 aplicacGes de ASCs e 1 animal
realizou somente 2 transplantes. Neste animal, a realizacdo de apenas 2 tratamentos com as
ASCs ndo teve o efeito desejado, pois verificou-se uma recuperacdo parcial com persisténcia
de duas sequelas neuroldgicas (ataxia cerebelar e ataxia vestibular).

Normalmente, ap0s a primeira aplicacdo observa-se uma discreta evolugdo do quadro
clinico, e somente apds a segunda e terceira aplicacbes € que se pode notar melhorias
significativas. Por ser uma aplicacdo sistémica, € importante saber se o animal ndo tem outras
comorbilidades que predisponham a dispersao das células para outros focos (Regenera Stem
Cells, 2015).

Em todos os animais estudados, o estado mental revelado era alerta, o que contribuiu
de forma positiva para o éxito dos resultados obtidos.

O objetivo primordial desta terapia é, sem duvida, melhorar a qualidade de vida do
animal e diminuir o indice de eutanéasias realizadas em decorréncia das sequelas geradas pelo
VE.

Deste modo, com base nos resultados obtidos por Brito e colegas (2010) e dos Santos
(2010), a maioria dos cées tratados apresentaram remissdo dos sinais neurologicos, e a terapia
com MSCs revelou ser uma alternativa segura e eficaz quando o animal ndo se encontrava na

fase de viremia da doenca.
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Dos 7 animais incluidos no estudo, 3 ndo praticaram terapias complementares e 4
exerceram fisioterapia e/ou acupuntura. Dos 4 animais que realizaram as terapias
complementares antes de iniciarem a terapia celular, 3 ndo obtiveram resposta ao tratamento,
embora 1 tenha alcancado melhora significativa do quadro clinico. O cdo que usufrui das
terapias complementares e teve éxito ja praticava fisioterapia e acupuntura ha 7 meses, enquanto
que 0s outros 3 apenas tinham iniciado ha 3 meses (2 animais) e 4 meses (1 animal).

A fisioterapia é de extrema importancia na recuperacdo dos cdes com encefalomielite
derivada do VE. O restabelecimento da atividade biomecéanica dos musculos e tendfes é
fundamental para que o animal possa responder ao reaparecimento dos estimulos nervosos
(Regenera Stem Cells, 2015).

A acupuntura pode ser utilizada concomitante ao tratamento das SCs, agregando
resultados a ele. O objetivo € estimular os pontos cutaneos locais especificos por onde
percorrem 0s meridianos que estdo em desarmonia, e com isto promover o equilibrio do
organismo, e consequentemente, a recuperacdo do animal com encefalite instalada e paralisia
dos membros, apos a regressdo dos sinais clinicos agudos (Matthiesen, 2004).

A resposta ao tratamento com as ASCs é individual. Por este motivo, o Médico
Veterinario deve ter muita cautela quando oferece falsas expectativas aos tutores. No caso dos
7 animais estudados, a terapia celular foi considerada um sucesso, embora ndo tenha recuperado

na plenitude todos os cées com sequelas neuroldgicas ocasionadas pela esgana.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo pretendeu ser um contributo para aprofundar o conhecimento sobre
a terapia celular regenerativa aplicada em cdes com sequelas neurologicas decorrentes da
esgana.

Embora a esgana seja uma doenca profundamente estudada, ndo existem estudos sobre
o tratamento antiviral especifico. Consecutivamente, o tratamento instituido é basicamente de
suporte e sintomatico, dependendo diretamente da imunidade do animal afetado e objetivando,
sobretudo, a restauracéo da qualidade de vida do animal.

A terapia com SCs apresenta-se como uma possibilidade promissora no tratamento
contra diversos tipos de doengas, sejam elas congénitas, hereditarias ou adquiridas. As ASCs
revelaram ser uma opc¢do, verdadeiramente viavel, visto que possuem facil obtencdo, e a
populacdo homogénea de ASCs contribui para que seja uma opcao, relativamente, rentavel.

No presente estudo, apesar de nem todos o0s animais terem revelado uma recuperacao
plena das sequelas, todos eles recuperaram a alteragdo locomotora, ou seja, alcancaram a
posicdo de esfinge. Os animais que apresentavam paralisia, paraparésia e tetraparésia
conseguiram restaurar a locomocdo e voltaram a andar por si s, sem dependerem da ajuda dos
respetivos donos. Apenas em 2 casos clinicos, em que as sequelas estavam permanentes ha mais
de 1 ano, a marcha ataxica, isto &, a ataxia cerebelar persistiu. Ndo obstante, a terapia celular
foi considerada um sucesso por parte dos Médicos Veterinarios e respetivos tutores, tornando-
se numa verdadeira alternativa para quem quer oferecer maior qualidade de vida aos animais
com encefalomielite derivada da esgana.

Em suma, a Medicina Regenerativa baseada na utilizacdo de SCs e, particularmente,
nas ASCs, depende criticamente da identificacdo de mecanismos e de moléculas que controlam
e mediam a diferenciacdo de uma determinada linhagem especifica, o estabelecimento destas
células em determinado tecido de interesse, no SNC no caso especifico da encefalomielite
derivada da esgana, e as cascatas de sinalizacdo que controlam a sobrevivéncia e proliferacao

celulares.
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ANEXO I - FICHA DE RECOLHA DE DADOS

S ¢
%00,
.‘-.-»

1-

i A preencher pela Regenera Stem Cells:

Identificacdo do animal:

Nome:

exo: Macho O [EI.UI.AS '\ .'
S Fém:a 0 WON[O "*t

N

Idade:
Raca:

Vacinacdo completa:
SimO Se respondeu sim, indique se o animal esta vacinado com vacinadas

certificadas ou ndo certificadas:

Né&o O Se respondeu ndo, indique com quantas doses o animal foi vacinado:

H& quanto tempo o animal apresentava as sequelas neuroldgicas até receber a primeira

aplicacdo de células estaminais?

Quantas aplicacdes de células estaminais foram realizadas?
1o
20

30

Qual a via de acesso utilizada no tratamento?

O exame utilizado para o diagnostico da esgana foi o RT-PCR?
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6- O animal exerceu alguma terapia complementar?

10

Simo  Qual/Quais?

Nao O

Indique a condicdo do animal no dia do primeiro transplante com células estaminais,
relativamente ao(s):

v" Estado mental:

v" Marcha dos membros toracicos:

v Marcha dos membros pélvicos:

v Sequelas neuroldgicas:

Indique a condi¢do do animal no dia do segundo transplante com células estaminais,
relativamente ao(s):

v' Estado mental:

Marcha dos membros toracicos:

v
v Marcha dos membros pélvicos:
v

Sequelas neuroldgicas:

Indique a condi¢do do animal no dia do terceiro transplante com células estaminais,
relativamente ao(s):

v" Estado mental:

Marcha dos membros toracicos:

v
v Marcha dos membros pélvicos:
v

Sequelas neuroldgicas:

Indique a condicdo do animal 30 dias ap0s o terceiro transplante com células estaminais,
relativamente ao(s):

v' Estado mental:

Marcha dos membros toracicos:

v
v Marcha dos membros pélvicos:
v

Sequelas neuroldgicas:




