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Resumo

A mielopatia degenerativa (MD) é uma doenca neurodegenerativa em cées, de idade
média a avancada. Os sinais clinicos sdo desde ataxia propriocetiva a paraparésia ndo
ambulatoria assimétrica.

O objetivo foi avaliar a importancia de protocolos de neuroreabilitagdo funcional
intensivos (PNRFI) associados a administracdo de células estaminais (CE) no tempo de
sobrevivéncia e qualidade de vida dos doentes. Foram incluidos 18 cdes com diagnostico por
exclusdo de MD, 11 constituiram o grupo de estudo (GE) e 7 o grupo de controlo (GC). No GE,
os cdes foram submetidos a PNRFI+CE, enquanto no GC a PNRF. Os protocolos incluiram
electroestimulacéo e treino locomotor.

A amostra foi de 12 machos e 6 fémeas, com idade média de 10,44 anos, peso médio de
31,56 kg e 10 cdes possuiam genotipo heterozigotico e 8 homozigotico.

Os resultados demonstraram que PNRFI+CE, prolongam o tempo médio de vida, em
cerca de 13 meses (396 dias). No GE foi observado 55% de sobrevivéncia no tempo > 1 ano.
Enquanto no GC, 100% em < 1 ano, sendo a comparagdo entre grupos representada em X2 (2,
n=18)=0,057. No GE o ultimo follow up com o teste genético obteve significancia de X?(2,
n=11)=0,022, pois 0s homozigoticos tém pior prognaostico.

Em conclusdo, a implementacdo de PNRFI+CE evidenciou ser possivel terapéutica.

Estudos futuros serdo necessarios.

Palavras-chave: cdes, células estaminais, mielopatia degenerativa, protocolos de

neuroreabilitacdo funcional intensivos, tempo medio de vida
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Abstract

Degenerative myelopathy (DM) is a neurodegenerative disease in dogs of middle to
advanced age. Clinical signs range from proprioceptive ataxia to asymmetrical non-ambulatory
paraparesis.

The objective was to evaluate the importance of intensive functional neurorehabilitation
protocols (PNRFI) associated with the administration of stem cells (SC) in the survival time
and quality of life of patients. Eighteen dogs diagnosed by exclusion of DM were included, 11
constituted the study group (SG) and 7 the control group (CG). In the SG, the dogs were
submitted to PNRFI+SC, while in the CG, the PNRF. Protocols included electrostimulation and
locomotor training.

The sample consisted of 12 males and 6 females, with a mean age of 10.44 years, mean
weight of 31.56 kg and 10 dogs had heterozygous and 8 homozygous genotypes.

The results showed that PNRFI+SC prolongs the average life span by about 13 months
(396 days). In the SG, 55% survival was observed in time > 1 year. While in the CG, 100% in
< 1 year, with the comparison between groups represented in X2 (2, n=18)=0.057. In the SG,
the last follow-up with the genetic test obtained a significance of X2(2, n=11)=0.022, as
homozygotes have a worse prognosis.

In conclusion, the implementation of PNRFI+SC proved to be a possible therapy. Future

studies will be needed.

Key words: dogs, stem cells, degenerative myelopathy, intensive functional

neurorehabilitation protocols, mean life span
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Lista de abreviaturas

MD — Mielopatia Degenerativa

CE — Células estaminais

PNRFI- Protocolo de Neuroreabilitacdo Funcional Intensivo
PNRF- Protocolo de Neuroreabilitacdo Funcional
HVA — Hospital Veterinario da Arrdbida

CRAA- Centro de Reabilitacdo da Arrébida

NMS — Neurdnio Motor Superior

NMI- Neur6nio Motor Inferior

GE — Grupo de Estudo

GC -Grupo de Controlo

S- Study

C- Control

CNRF — Consulta de Neuroreabilitacdo Funcional
SDP- Sensibilidade a Dor Profunda

TRA —Treino Locomotor Aquatico

TRT — Treino Locomor Terrestre

EE — Eletroestimulacéo

FES- Estimulacéo Elétrica Funcional

NMES- Estimulagéo Elétrica Neuromuscular
TL- Treino Locomotor

TLs- Terapia laser

ROM- Amplitude articular

V- Intravenoso

ICETAS- Instituto de Ciéncias, Tecnologias e Agroambiente da Universidade do Porto

OFS- Open Field Score
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CEM- Células estaminais mesenquimatosas

PNFH- Cadeia pesada de neurofilamento fosforilado
ELA- Esclerose Lateral Amiotrofica

SOD1- Supero6xido dismutase

LC- Liquido cefalorraquidiano

FES- Estimulacéo elétrica funcional

NMES- Estimulago elétrica neuromuscular

DDV- Doenca do Disco Intervertebral

T3- Terceiro segmento toréacico

L3- Terceiro segmento lombar
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Capitulo I- Relatério do Estagio Curricular

1.Descricéo do estagio curricular

O presente relatério tem como principal objetivo a descricdo das atividades
desenvolvidas ao longo do estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria,
durante os meses de Outubro de 2020 até Marco de 2021. O estagio foi realizado no Hospital
Veterinario da Arrabida (HVA) e no Centro de Reabilitacdo Animal (CRAA) sob a orientacédo
da Dra. Angela Martins. O periodo de estagio teve a duracio de 6 meses e focou-se nas areas
de reabilitacdo, medicina interna e cirurgia de animais de companhia.

Durante este periodo de estagio foi possivel acompanhar consultas de neuro-
reabilitacdo funcional, cirurgias, acompanhamento de consultas de medicina interna e
realizacdo de procedimentos inerentes ao regime hospitalar e internamento, nomeadamente,
administracdo de farmacos, monitorizacdo de doentes e realizacdo de procedimentos
terapéuticos.

Na area de clinica cirurgica foram realizadas avaliagbes pré-cirurgica, elaboracdo e
execucdo de protocolos anestésicos e realizacdo de tarefas como ajudante de cirurgido e
circulante.

Dentro da area de medicina fisica e de reabilitacdo funcional foi possivel o
acompanhamento da primeira consulta de especialidade, observacdo do exame de
neuroreabilitacdo, diagnostico e respetivo protocolo. Dentro destes protocolos encontravam-se
os diferentes tipos de modalidades terapéuticas, nomeadamente: laserterapia classe 1V,
eletromioestimulacdo, ultrasons, capacitivo/diatermia, exercicios de cinesioterapia, treino
locomotor aquatico e terrestre.

O estagio permitiu a aquisicdo de novos conhecimentos relacionados a pratica clinica,

bem como, a aplicagéo e consolidacdo de conhecimentos aprendidos ao longo do curso.

1.2 Casuistica

A presente casuistica apresenta-se dividida em cinco areas clinicas: medicina interna,
medicina preventiva, clinica cirdrgica, medicina de urgéncias e, por fim, medicina fisica e
reabilitacdo funcional. Para cada area sdo apresentados o nimero de casos observados por

espécie, a frequéncia absoluta (FA), frequéncia relativa (FR).
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Os dados apresentados foram baseados no nimero de casos observados e ndo no nimero
de animais, uma vez que o0 mesmo doente pode apresentar mais de uma doenca e ter necessitado

de realizar exames complementares de diagndstico.

1.3 Espécie animal

A casuistica observada durante o periodo de estagio esta dividida em canideos e
felideos. No gréafico 1, a espécie mais frequentemente observada foram os cédes (76%) e, com

menor percentagem, os gatos (20%).

| Cao Gato

Gréfico 1- Distribuicdo da Casuistica por Espécie Animal

1.4 Area clinica

A casuistica apresenta-se dividida consoante as areas de intervencéo, sendo, a medicina
fisica e de reabilitacdo funcional (40,08%) a area com maior destaque, seguida de medicina
interna (28,24%), medicina de urgéncias (14,50%), clinica cirargica (11,20%) e, por fim,
medicina preventiva (5,98%).

Tabela 1- Distribuicio da Casuistica por Area Clinica (%). FR: frequéncia relativa, FA:

Frequéncia absoluta

Céo Gato Total
Area Clinica FA FA FA FR

Medicina Interna 256 188 444 28,24%
Medicina Preventiva 64 30 94 5,98%
Medicina Fisica e Reabilitacédo 570 60 630 40,08%
Funcional

Clinica Cirdrgica 128 48 176 11,20%
Medicina de Urgéncia 178 50 228 14,50%
Total 1196 376 1572 100,00%
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1.4.1- Medicina Fisica e de Reabilitacdo Funcional

Na area de medicina fisica e de reabilitacdo funcional abrange doencas de foro
neurolégico e ortopédico/musculoesquelético. Na tabela 2 é possivel observar que as doengas

de foro neuroldgico possuem um maior nimero de casos observados durante o periodo estagio.

A doenca neuroldgica mais frequentemente observada foi a hérnia discal de Hansen tipo
I, comum em racas condrodistroficas. As hérnias tipo Il foram menos recorrentes, seguindo-se

as doencas como sindrome vestibular periférica, tromboembolismo fibrocartilaginoso e as

discoespondilites.

A nivel ortopédico observou-se casos de displasia da anca e osteoartrite, principalmente

em animais de porte médio a grande e/ou geriatricos.

Tabela 2- Distribuigéo da Casuistica na Area de Medicina Fisica e de Reabilitagdo Funcional

(%).FR: frequéncia relativa, FA: Frequéncia absoluta

Céo Gato Total
Medicina Fisica e de Reabilitacdo FA FA FA FR
Funcional
Neuroldgico 220 25 245 60,05%
Ortopédico 130 33 163 39,95%
Total 350 58 408 100,00%

1.4.2 Medicina interna

Na tabela 3, as especialidades mais observadas ao longo do estagio foram a neurologia
(18,85%), ortopedia e doencas musculo-esqueléticas (15,06%) e, por fim, oncologia (11, 05%).
A elevada prevaléncia destas especialidades pode ser atribuida ao facto de que o HVA/CRAA
ser um centro de referéncia na area de medicina de reabilitacdo funcional e possuir um elevado
nimero de doentes geriatricos, permitindo também uma maior prevaléncia de doencas
oncologicas. Estes doentes geriatricos admitidos no HVA/CRAA acometem outro tipo de
doencas dermatoldgicas, relacionadas com o estado imunossuprimido e estado de mobilidade

reduzido dos animais internados no centro.
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Tabela 3- Distribuigio da Casuistica na Area de Medicina Interna (%). FR: frequéncia

relativa, FA: Frequéncia absoluta

Medicina Interna

Cardiologia

Dermatologia

Doengas Infeciosas e Parasitarias
Endocrinologia

Gastroenterologia e Glandulas Anexas
Ginecologia, Andrologia e Obstetricia
Neurologia

Oftalmologia

Oncologia

Ortopedia e MuUsculo-esquelético
Otorrinolaringologia

Pneumologia

Toxicologia

Urologia e Nefrologia

Total

1.4.3. Clinica Cirurgica

Céo
FA
24
55
55
27
48
21
125
15
60
105
12
43
15
25
630

Gato
FA
16
20
30
10
22
9
49
13
42
34
3
30
4
11
293

Total
FA
40
75
85
37
70
30
174
28
102
139
15
73
19
36
923

FR
4,33%
8,13%
9,21%
4,01%
7,58%
3,25%
18,85%
3,03%
11,05%
15,06%
1,63%
7,91%
2,06%
3,90%
100,00%

A érea de cirurgia encontra-se dividida em cirurgia ortopédica e cirurgia de tecidos

moles. Como pode ser observado na Tabela 4, as cirurgias de tecidos moles apresentaram maior

prevaléncia, tanto em canideos como em felideos,

sendo as orquiectomias e

ovariohisterectomias as cirurgias mais observadas durante o periodo de estagio.

Enterotomias/enterectomias, mastectomias, noduloectomias, esplenectomias, entre outras

foram observadas com menor regularidade.
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Tabela 4- Distribuigéo da Casuistica na Area de Clinica Cirdrgica (%). FR: frequéncia

relativa, FA: Frequéncia absoluta

Céo Gato Total
Clinica Cirurgica FA FA FA FR
Cirurgia de Tecidos Moles 217 25 242 56,94%
Cirurgia Ortopédica 150 33 183 43,06%
Total 367 58 425  100,00%

1.4.4. Medicina de urgéncia

Durante o periodo de estagio, as urgéncias foi a quarta maior area observada, sendo as
urgéncias respiratorias, politraumaticas, neuroldgicas (intracranianas e medulares) e

intoxicacOes as mais representativas desta medicina (5, 61%).

1.4.5. Medicina Preventiva

A medicina preventiva foi a area com o menor numero de casos observados em
comparacdo com as outras areas de medicina. Dentro desta &rea estdo englobados os
procedimentos de profilaxia, como desparasitagdes internas e vacinagdes, como representado

na Tabela 5.

Tabela 5- Distribuicio da Casuistica na Area de Medicina Preventiva (%). FR: frequéncia

relativa, FA: Frequéncia absoluta

Céo Gato Total
Medicina Preventiva FA FA FA FR
Desparasitacoes 24 10 34 36,17%
Vacinas 40 20 60 63,83%
Total 64 30 94 100,00%

1.4.6. Exames complementares de diagnostico
Na Tabela 6, estdo representados o nimero de exames complementares realizados ao

longo do periodo de estagio, sendo as analises hematoldgicas (18,87%) e bioquimicas (22,28%)
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0S exames com mais prevaléncia uma vez que, constituem o painel bésico para uma avaliagdo
inicial de um doente. O eletrocardiograma (17,23%) destacou-se dos outros exames, uma vez
que faz parte do protocolo de monitorizacdo inicial de todos os doentes internados, juntamente
com a medicao de parametros vitais, em doentes cardiacos, geriatricos e cuidados intensivos.
Por fim, a ecografia foi outro meio complementar de diagndstico com maior destaque
(16,25%), sendo utilizado em varias consultas e urgéncias. As técnicas com maior utilizacdo
foram as técnicas rapidas de urgéncia (AFAST, TFAST e POCUS), pois permite um

diagnostico eficaz e um processo de estabilizacao rapido em doentes em urgéncia.

Tabela 6- Distribuicdo da Casuistica correspondente aos Exames Complementares de

Diagnostico (%). FR: frequéncia relativa, FA: Frequéncia absoluta

Céo Gato Total
Exames complementares de FA FA FA FR
diagnostico
Analises Bioquimicas 250 90 340 22,28%
Analises Enddcrinas 37 26 63 4,13%
Ecocardiografia 25 37 62 4,06%
Ecografia (abdominal, AFAST e 198 50 248 16,25%
POCUS)
Electrocardiograma 203 60 263 17,23%
Hemograma 200 88 288 18,87%
lonograma 17 15 32 2,10%
PAAF 12 6 18 1,18%
Radiografia 80 68 148 9,70%
Tempos de Coagulacdo (PT e APTT) 25 12 37 2,42%
Teste de Fluoresceina 10 3 13 0,85%
Tomografia Computorizada 2 0 2 0,13%
Urianalise 8 4 12 0,79%
Total 1067 459 1526 100,00%
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Capitulo 11
1- Introducéo

1.1. Mielopatia degenerativa canina

A mielopatia degenerativa (MD) é uma doenca neurodegenerativa da medula espinhal
de aparecimento progressivo e tardio que se manifesta em cées de grande porte (Coates et al.,
2007; Guzzi et al., 2014). Um dos primeiros sinais clinicos € ataxia propriocetiva generalizada
e paraparésia espastica dos membros pélvicos (Coates & Wininger, 2010). Os sinais clinicos
demonstrados por estes animais sdo semelhantes aos apresentados na esclerose lateral
amiotrofica (ELA) (Awano et al., 2009).

Descrita pela primeira vez em cées de raca Pastor Aleméo (Averill, 1973), tem sido
cada vez mais reconhecida em outras racas, afetando a regido toracolombar da medula espinhal
(segmento T3-L3) e caracterizando-se pela desmielinizacdo da mesma (Neeves & Granger,
2015).

Atualmente, ndo existe um tratamento especifico para a MD, no entanto, com a
quantidade de estudos realizados na area, existem novas possibilidades de prolongar o tempo
medio de vida destes doentes (Clemmons, 1992; Kathmann etal., 2006; Kobatake et al., 2021).

A taxa de prevaléncia é de 0,19% em cdes de raca definida e indefinida (Coates et al.,
2007; Zeng et al., 2014), tendo o Pastor alemdo uma prevaléncia especifica de 2,01% (Coates
etal., 2007).

1.1.1- Raca, idade e género na mielopatia degenerativa

Para além do Pastor Alemdo, diversos autores descrevem esta doenca em outras ragas,
confirmadas histologicamente, nomeadamente: Husky Siberiano (Bichsel et al., 1983), Poodle
Miniatura (Matthews & de Lahunta, 1985), Boxer (Awano et al., 2009; Miller et al., 2009;
Zeiler et al., 2013), Pembroke Welsh Corgi (Coates et al., 2007; March et al., 2009; Ogawa et
al., 2011, Ogawa et al., 2014), Ledo da Rodésia (Awano et al., 2009), Chesapeake Bay
Retriever (Awano et al., 2009, Long et al., 2009), Bouvier de Berna (Coates & Wininger, 2010),
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Kerry Blue terrier (Coates & Wininger, 2010), Golden Retriever (Coates & Wininger, 2010),
Pug (Coates & Wininger, 2010), e, por ultimo, racas indefinidas (Averill, 1973).

Segundo o diagndstico presuntivo, ha outras ragas descritas, contudo sem confirmagéo

histopatoldgica, tais como o Labrador (Kathmann et al., 2006, Yokota et al., 2018), Hovawart

(Kathmann et al., 2006, Turba et al., 2017, Mandrioli et al., 2021), Collie (Kohyama et al.,
2017, Kathmann et al., 2006), Kuvasz (Kathmann et al., 2006), Mastiff (Kathmann et al.,
2006), Dogue Alemdo (Kathman et al., 2006) e Pastor Belga Malinois (Mataragka et al., 2021).

Um estudo correlacionou a idade, duracdo dos sinais clinicos, esperanca média de vida
e 0s caes da raca Pembroke Welsh Corgi foram os que apresentaram melhores resultados em
todas as categorias (Coates et al., 2007).

Geralmente, os animais afetados tém entre 5 a 14 anos (Kathmann et al., 2006) e, em
média, apresentam sinais clinicos aos 9 anos de idade (Coates & Wininger, 2010; Zeng et al.,
2014), ndo apresentado predisposicdo sexual, ao contrario de outras doencas (Coates &
Wininger, 2010; Dewey & Costa, 2016).

A alta prevaléncia em racas especificas sugere que existe um fator genético associado
aMD que, por sua vez, vai desempenhar um papel significativo na etiologia da doenca (Coates
et al., 2007).

1.1.2- Etiologia da mielopatia degenerativa

Durante muitos anos a etiologia da MD foi desconhecida (Zeng et al., 2014).
Recentemente, foram realizados novos estudos nos quais a mutagdo do gene SOD1 terd sido
implicada como uma das principais causas (Mandrioli et al., 2021). O gene SOD1 apresenta-se
como um homodimero, que converte radicais superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigenio
(Awano et al., 2009).

Quanto a etiologia da MD, existem varias possibilidades que foram colocadas como
estando na base da mesma, nomeadamente, deficiéncias nutricionais (vitamina B12 e vitamina
E) (Williams et al., 1984, Williams et al., 1985, Pellegrino, 2013), toxicidade (Griffiths &
Duncan, 1975), causas imunomediadas (Pellegrino et al., 2013). Nos paragrafos seguintes é
descrita cada etiologia e 0s respetivos estudos inerentes a cada um.

Segundo o padrdo de degenerescéncia segmentar progressiva dos segmentos toracicos
de doentes com MD, obteve-se uma possivel semelhanca com a degeneracdo progressiva da

medula espinhal devido a deficiéncia em vitamina B12 (degeneracdo combinada subaguda)
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(Williams et al., 1984). Contudo, ao examinar as caracteristicas patolégicas de ambas, estas ndo
sdo completamente compativeis (Pellegrino, 2013). A degeneracdo combinada subaguda
apresenta lesoes irregulares ou multifocais, enquanto, as lesdes observadas em doentes com
MD sdo lesbes continuas (Pellegrino, 2013). Foi, ainda, colocada a hipdtese de que a doenca
intestinal poderia também estar relacionada com a MD, uma vez que a ma absorcdo de
nutrientes essenciais possibilitava hipovitaminose de vitamina B12 (Williams et al., 1984). No
entanto, foi comprovado que a introducgéo de cobalamina néo revertia os efeitos observados da
MD (Johnson et al., 2000, Polizopolou et al., 2008).

Com base numa condigdo pré-existente em humanos, a ataxia por deficiéncia em
vitamina E, esta foi associada a apresentacdo da MD (Williams et al., 1985). Nesta condicéo,
existe falha na proteina de transferéncia de a-tocoferol, levando a retencédo de vitamina E (Gabsi
et al., 2001). Consequentemente, ha acumulacdo de radicais livres de O2 que podem levar a
degenerescéncia neural da medula espinhal, tronco cerebral e nervos periféricos (Imounan et
al., 2012). Posteriormente, foi descartada esta mesma hipotese demonstrando que a o-
tocoferol/vitamina E ndo tem influéncia no aparecimento de MD em cées (Polizopolou et al.,
2008).

Com base nas lesbes observadas em doentes com MD, as toxinas foram propostas como
uma das causas de MD. A axonopatia distal € uma lesdo secundaria a uma condigdo toxica ou
metabolica e, geralmente, apresenta padrées simétricos (Griffiths & Duncan, 1975 ). No
entanto, esta hipotese ndo foi corroborada, pois as lesdes da MD ndo apresentavam o padrdo
classico de axonopatia distal, mas sim de uma degenerescéncia assimétrica dos feixes da
substancia branca (March et al., 2009).

Segundo um estudo de 1980, a resposta proliferativa estaria relacionada com o
aparecimento de MD, através da diminuicdo de linfécitos periféricos causada por células T
supressoras mutantes (Waxman et al., 1980). Ao possibilitar este mecanismo, a célula mutante
provocaria uma resposta imune a MD (Waxman et al. 1980). No entanto, esta hipétese foi
descartada e conotada como improvavel de ocorrer no organismo de um animal (Lorenz et al.,
2012).

Outra possivel etiologia seria a distribuicdo de imunoglobina G (IgG) e do componente
3 do complemento (C3) na medula espinhal (Barclay & Haines,1994). No estudo de Barclay &
Haines, foi avaliado o tecido medular de diversas zonas, observando-se um aumento de IgG
nos doentes com MD. Ainda foram observados depositos extravasculares de 1gG e C3 ao longo

das bordas periféricas da medula dorsal e ventral, consistentes com zonas de maior
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desmielinizacdo (Barclay & Haines,1994). Um outro estudo com cées de raca Welsh Corgi
demonstrou a auséncia de linfocitos T e B e imunoreatividade minima ou praticamente ausente
em C3 na medula espinhal de individuos com MD (March et al., 2009). Porém, até a data ndo

existem estudos que suportem a existéncia de antigénios especificos (Pellegrino et al., 2013).

1.1.3 Mutacdo SOD1

A MD apresenta grande incidéncia em ragas especificas, tal como ja
mencionado, o que podera implicar uma forte base genética no aparecimento desta doenca
(Braund & Vandevelde 1978; Bichsel et al., 1983).

Em 2006, surgiu novamente esta hipo6tese quando foi descoberto o alelo DLA-DRB1,
considerado um gene candidato. Este alelo era homozigdtico na raca Pastor Alemdo que
possuiam MD e heterozig6tico em cées saudaveis (Clemmons et al., 2006). Em 2007, foi
comprovada a etiologia genética para MD, abordando-se a relacdo genética entre esta doenca e
a raca Welsh Corgi (Coates et al., 2007)

Assim, a superoxido dismutase (SOD) é uma enzima envolvida na dismutase de
radicais de superdxido em perdoxido de hidrogenio com apresentacdo de trés isoformas SOD:
citoplasmética (SOD1), mitocondrial (SOD2) e secretada fora da célula (SOD3). A isoforma
SODL1 é a envolvida no desenvolvimento da MD, possuindo diversas caracteristicas, como a
capacidade de ndo ser desnaturada a temperaturas altas, capacidade de manter a sua estabilidade
numa ampla faixa de pH e ser altamente resistente. Mutagdes no gene SOD1 permitem
alteracdes de conformacéo e funcao, que por sua vez, impedem o transporte de informacéo ao
longo dos axonios (Fiszdon et al., 2020).

Ao longos dos anos foram realizados diversos estudos para corroborar a hipotese
genética desta doenca, confirmando a mutacdo SOD1 (Awano et al., 2009, Coates et al., 2007,
Chang et al., 2013; Zeng et al., 2014). Esta mutacdo ocorre no nucledtido 118, na transicao de
G para A, no exdo 2 (SOD1:c 118 G>A) e que resulta numa mutacdo no E40K do gene SODL.
Nesta mutacdo a lisina substitui o glutamato na posicdo correspondente ao aminoacido 40,
provocando a alteragédo da sua funcdo (Awano et al., 2009).

Num estudo realizado com 64 cées de raga Welsh Corgi e 418 cées de outras ragas foi
realizada a sequenciacdo para o alelo mutante A em SODJ. Este revelou uma certa significancia
entre o fendtipo MD e os animais homozigéticos A/A. Contudo, o gen6tipo homozigético foi

também detetado no grupo controlo (cdes sem sinais clinicos de MD) deste estudo. O genétipo
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heterozigético A/G foi encontrado em 32% dos individuos do grupo de controlo, enquanto
apenas 2 % foram encontrados no grupo dos animais com MD (Awano et al., 2009). Um outro
estudo com cédes da raca Pastor Alemé&o, demonstrou que 76% dos cdes com MD e 24% do
grupo de controlo eram homozigéticos (Adams et al., 2010).

Com os resultados apresentados em ambos os estudos, concluiu-se que existe uma
grande probabilidade de a MD ser transmitida de forma autossomica recessiva (Awano et al.,
2009) . No entanto, houve um numero consideravel de cdes homozig6ticos para o alelo nos
grupos de controlo, que ndo possuiam sinais clinicos de MD. (Awano et al., 2009; Adams et
al., 2010).

Do mesmo modo, foi ainda observado que havia cdes com sinais clinicos de MD que
ndo eram homozigo6ticos para o alelo mutante SOD1: c118A (Awano et al., 2009, Adams et al.,
2010). Vérias hipoteses foram colocadas para explicar estes resultados, sendo uma delas o fato
de ndo terem sido realizados exames para excluir doengcas como uma doenca compressiva
adquirida. Outra hipotese seria 0s animais destes estudos apresentarem uma mutacao em genes
ndo associados ao SOD1 (Pellegrino, 2013).

Por histopatologia, foi identificada uma outra mutagdo de SOD1 na raga Bouvier de
Berna. Foi realizado o sequenciamento que revelou uma mutacdo no nucleétido 52 (transi¢édo
de A-T), resultando numa mutagdo T18S em SOD1 (Wininger et al, 2011). Esta mutacdo é
considerada rara, pois a maioria dos animais apresenta a alteracdo no alelo SOD1 no nucleétido
118 (transicdo de G-A). Contudo, a mutagdo no alelo SOD1 no nucledtido 52 (transicdo de A-
T) apresenta-se como sendo Unica desta raca ( Wininger et al, 2011; Zeng et al., 2014).

Segundo uma pesquisa recente, as duas proteinas SOD1 mutantes (E40K e T18S) sdo
insoltveis e formam dimeros enzimaticamente ativos que permitem agregados (Crisp et al.,
2013). Estas conclusdes apoiam o papel toxico das isoformas das proteinas mutantes na MD.
Com as alteracdes na prépria conformacdo da proteina SOD1, ha degenerescéncia neural
resultando em alteragcBes de atividade biolégica e/ou propensdo a formar agregados
intracelulares, o que ira conferir propriedades toxicas (Nagai et al., 2001, Rothstein, 2009).

O mecanismo toxico de SOD1 ainda é desconhecido, mas sabe-se que induz a
degenerescéncia neuronal, envolvendo a interagédo de varias vias moleculares (Rothstein, 2009).
Os neurdnios motores afetados pela mutagdo SOD1 possuem uma vulnerabilidade seletiva, no

entanto, ndo ha base cientifica comprovada da razdo para esta seletividade, sabendo-se que esta
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pode estar relacionada com os requisitos necessarios para manter os axénios (Shaw & Egget,
2000).

No futuro, seria promissor a realizacdo de novas pesquisas sobre a genética molecular
de MD, potenciando a identificacdo de genes desconhecidos responsaveis pela MD. Por
conseguinte, as amostras de acido desoxirribonucleico (DNA) dos cdes ndo homozigoticos para
0 alelo mutante SOD1: c.118A, poderdo ser uma ferramenta de extrema importancia na
descoberta de novas causas genéticas. Atualmente, existe uma anélise do gendtipo baseada na
presenca de SOD1: c118G, sendo este teste utilizado como forma de diagnostico rotineiro da
MD e em programas de reproducao seletiva (Zeng et al., 2014).

Desta forma, com a realizacéo de testes genéticos, os animais podem ser avaliados e
classificados em 3 categorias: livre da mutacédo, portador heterozigético ou homozigético (em
risco ou afetado). Um animal homozig6tico pode apresentar sinais clinicos e desenvolver a
doenca (afetado) e 0 animal “em risco” possui a possibilidade de exibir a doenga (Boeykens et
al., 2020) No entanto, 0s animais heterozigo6ticos também podem possuir a doenga, ou seja, um
resultado positivo demonstra apenas o risco da doenca e ndo se de facto o animal a possui (Zeng
etal., 2014).

Contudo, estes testes genéticos podem ser utilizados como critério de selecdo por
alguns criadores, excluindo assim animais homozigoticos e heterozig6ticos para a mutagédo e
criando uma populacdo de animais viadveis. A selecdo dos animais poderd ser um risco,
principalmente, em ragas com numeros populacionais escassos, pois esta pode nao se

desenvolver e entrar em declinio (Wijnrocx et al., 2016).

1.1.3.1 Mutacao heterozigoticos

Consoante as alteracdes observadas na medula espinhal, cdes heterozigoticos
assintomaticos sofrem alteragdes patoldgicas consideradas subclinicas que se podem se tornar
sintomaticas (Kobatake et al., 2017)). As alteracGes descritas sdo inclusdes de SOD1 ao longo
da medula espinhal, ou seja, a MD progride embora sem sinais clinicos (Awano et al., 2009).
Os tecidos nervosos dos heterozigdticos apresentam acumulagdo de proteinas nos neurdnios,
levando a efeitos toxicos da proteina SOD1. A acumulacdo de proteinas é regida pela inibi¢do
da via proteossomal e, ao ser inibida, impede/ retrocede a degenerescéncia neural (Nakamae et
al, 2015). Esta fase pode ser caracterizada pela fase subclinica da MD, no entanto, a

aglomeracdo de proteinas, pode ser derivada da idade do préoprio animal (Kobatake et al., 2017).
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Segundo um estudo, em 2014, foram encontrados 4 cdes heterozig6ticos numa
populacéo de 24 cées, que desenvolveram sinais clinicos de MD. Porém, a mutacdo deste grupo
era num nucledtido diferente (SOD1: ¢ 52T), sendo esta mutacdo, geralmente s6 encontrada em

caes de raca Bouvier de Berna (Zeng et al., 2014).

1.1.4 Diagnostico

1.1.4.1 Diagnosticos diferenciais

A apresentacdo clinica da MD é semelhante a outras doencas da medula espinhal, o que
dificulta o diagnostico definitivo. Para avaliar estes doentes é necessario realizar um exame
fisico completo e avaliar a localizacdo da lesdo, através de exame neuroldgico. Mediante a
localizacdo da lesdo séo realizados exames complementares para chegar a um diagndstico
definitivo. A medula espinhal pode ser dividida em quatro seccfes e, em termos de neuro-
localizagéo da lesdo podemos considerar C1-C5, C6-T2, T3-L3 e L4-S1. Maioritariamente, as
doencas espinhais ocorrem no segmento T3-L3, como por exemplo, no caso do
tromboembolismo fibrocartilaginoso, malformagfes congénitas, o traumatismo espinhal,
neoplasias e a prépria MD (da Costa & Moore, 2010)

Uma das abordagens mais simples e préatica € recorrer a lista de diagndsticos diferencias
de doengas espinhais, com base nos mecanismos fisiopatologicos utilizando o acrénimo
VITAMIN-D ou DAMNIT-V(da Costa & Moore, 2010).

Os seguintes diagnosticos diferenciais devem ser considerados em cédes idosos com
suspeita de mielopatia de neuro-localizacdo T3-L3: doenca crénica do disco intervertebral de
Hansen tipo Il; neoplasia da medula espinhal (sarcoma, meningioma, linfoma, glioma,
metastase; diverticulos subaracnoides; discoespondilite; empiema espinhal; meningomielite
(Neeves & Granger, 2015); sindrome da cauda equina e doencas osteo-articulares (Kneller et
al., 1975).

Assim, o diagnostico ante-mortem depende da histéria clinica do doente (inicio e
progressao dos sinais neuroldgicos), sinais clinicos neurologicos que indicam mielopatia de
neurolocalizagdo T3-L3, da auséncia de lesdo compressiva na medula espinhal e da auséncia
de alteragdes inflamatdrias no liquido cefalorraquidiano (LC). O exame complementar de
exceléncia é a ressonancia magnética, porém, a tomografia computorizada também € utilizada
(Cooper et al., 2014) para detetar doencas do disco intervertebral, discoespondilite e neoplasias
(Neeves & Granger, 2015) (Figura 1).
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Figura 1- Ressonancia magnética da medula espinhal num Pastor Alemdo com MD (a,b,d) em
comparacdo com um Pastor Alemdo com doenca do disco intervertebral tipo Il (c,e). a) ressonancia
magnética em T1, vista dorsal, da medula espinhal toracolombar demonstra auséncia de compressao
medular ou lesBes das raizes nervosas; b)vista sagital da T2 da medula espinhal a medula espinhal
toracolombar demonstra auséncia de compressdo medular e ligeira atrofia medular; (c) vista sagital em
T2 da medula espinhal toracolombar com multiplos locais de compressdo da medula espinhal devido a
protusao do disco intervertebral (setas brancas) em doente sem MD; (d) vista em T1 transversal demonstra
a forma normal da medula espinhal em comparagdao com (e) compressdo da medula espinhal (seta
tracejada) em um Pastor Alemao com doenca do disco intervertebral e acentuado desvio da medula

espinhal (setas brancas) (adaptado de Neeves & Granger, 2015).

Recentemente, como ja referido, a MD pode ser diagnosticada através de um teste
laboratorial, recorrendo a uma amostra de sangue onde pode ser detetada a presenca de uma
mutacdo do gene SOD1, atraves da reacdo em cadeia polimerase (PCR) ( Corral, 2020).

Deste modo, para diagnosticar um doente com MD é necessaria uma historia clinica e
sinais clinicos compativeis com MD (Averill, 1973), a presenga da muta¢do no gene SOD1
(Awano et al., 2009) e excluséo de outras doengas da medula espinhal (Zeng et al., 2014,
Neeves & Granger, 2015). Porém, a MD pode coexistir com outras doencas, sendo necessario
um diagnéstico mais preciso, como por exemplo através de biomarcador especifico.
(Toedebusch et al., 2017).

Segundo um estudo realizado em 2017, um biomarcador adequado seria a cadeia
pesada de neurofilamento fosforilado (pNFH) que é libertada no fluido intersticial durante

uma lesdo
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axonal e neurodegeneracdo (Vu et al., 2017). Os autores demonstraram que pNFH estava
aumentado no LC mas, no entanto, estava diminuido no soro dos animais com MD. Embora as
concentracdes de pNFH no LC sejam especificas e sensiveis, a avaliacdo sérica das mesmas
ndo demonstrou diferencas entre os animais saudaveis e os doentes (Toedebusch et al., 2017).
Também ndo se obteve uma correlagdo entre o estadio da MD e a concentracdo no LC, todavia,
em cada estadio observou-se uma ampla concentracdo de pNFH (Boylan et al., 2013).
Steinacker et al., 2015).

O diagnostico definitivo é realizado post-mortem por histopatologia e observacéo da
degenerescéncia da mielina e dos axoénios, que pode ocorrer a varios niveis da medula espinhal
e em todos os funiculos. No entanto, a parte dorsal da porgéo lateral do funiculo, medialmente

ou caudalmente, da regido toracica é a mais afetada (Coates & Wininger, 2010).

1.1.5 Histopatologia da mielopatia degenerativa

Tal como referido, o diagndstico definitivo € obtido através de exame histopatoldgico
e anatomopatoldgico (Joanes et al., 2005) da medula espinhal, cérebro, nervos e musculos do
animal (Pellegrino, 2013). Inicialmente, pensava-se que esta doenca afetava unicamente os
feixes medulares ascendentes e descendentes, por isso, foi descrita como uma axonopatia
central da medula espinhal (Averill, 1973).

Os sinais histopatoldgicos sdo mais proeminentes na regido toracica da medula
espinhal, no entanto, com o decorrer da doenga, progridem cranealmente e caudalmente
(March et al., 2009). As lesdes apresentadas sdo descritas como bilaterais, descontinuas e
assimétricas (Braund & Vandevelde, 1975). Assim, esta é classificada como uma
degenerescéncia segmentar do axénio e da mielina, em vez de degenerescéncia walleriana
(Coates & Wininger, 2010). Na MD existe um defeito nas células de manutengdo do axonio,

ou seja, os astrocitos e/ou os oligodendrocitos (March et al., 2009).

1.1.5.1 Histopatologia da medula espinhal

A MD é classificada como doenca nédo inflamatoria com consequente desmielinizacao
(Braund & Vandevelde, 1978; Averill, 1973; Coates & Wininger, 2010). As lesdes apresentadas
consistem em varias vacuolizacGes nos axénios e perda total dos perfis dos axénios e mielina,
que serdo substituidos por vastas areas de astrogliose, sendo descritas como bilaterais,

descontinuas e assimétricas (March et al., 2009).
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Inicialmente, ocorre uma degenerescéncia e perda axonal da medula espinhal no
segmento toracico que progride para a regido cervical e lombar da medula espinhal (Averill,
1973; Griffiths & Duncan, 1975; Coates & Wininger, 2010). Por sua vez, as lesdes do funiculo

dorsal apresentam-se no fasciculo gracil (March et al., 2009).

1.1.5.2. Histopatologia do encéfalo

As lesdes histopatologicas encontradas no cérebro ndo estdo extensamente
descritas. Segundo Johnson, as lesdes apresentadas localizam-se no nucleo rubro, no vestibulo
lateral, nos ndcleos cerebelares laterais (dentado) e medial (fastigial). No entanto, outros autores

ndo observaram alteracdes a nivel cerebral (Averill, 1973; March et al., 2009).

1.1.5.3 Histopatologia dos musculos e nervos

Na MD as lesGes nervosas e 0s sinais de neurénio motor inferior sdo observados
tardiamente na progressdo da doenca. Sdo descritos casos de cromatolise na substancia
cinzenta, no entanto, 0s nervos sdo descritos como normais ou exibem perda axonal esporédica
(Coates & Wininger, 2010).

Recentemente, um estudo descreveu uma doenga neuromuscular em cdes com MD,
manifestando sinais de neurdnio motor inferior. Neste foi observada a perda de fibra nervosa
resultante da degenerescéncia axonal, fibrose endoneural, fibras mielinizadas extremamente

finas e desmielinizacdo secundaria (Coates & Wininger, 2010).

1.1.5.4. Stress Oxidativo

Nas lesBes histopatoldgicas de cdes com MD é normal encontrar cilindros de astrogliose
(March et al., 2009; Golubczyk et al., 2019), ou seja, ha uma ativacdo por parte dos astrocitos
(Mandrioli et al., 2021). Waxman et al (1980) verificaram que o sistema imunitario pode ter
um papel fundamental na fisiopatologia desta doenca, sendo a neuroinflamacdo de extrema
importancia na fisiopatologia da MD, de modo a ser translacionada para a fisiopatologia da
ELA e outras doencas neurodegenerativas (Henkel et al., 2009, Coates & Wininger, 2011).

Outro papel importante desta fisiologia é o stress oxidativo, uma vez que, 0S axonios

sdo de elevada sensibilidade a mecanismos de stress e metabolicos (Toedebusch et al., 2017).
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Para além disso, o papel da inflamacdo quanto a doenca ELA é o primeiro foco de
investigacdo (Gandelman et al., 2010; Lovett et al., 2014). Em caso de ELA, pensa-se que a
proteina SOD1 apresenta atividade da enzima capsase 1 e da interleucina (IL-1p), na inibi¢ao
de citoquinas pré-inflamatorias (Aggelakis et al., 2010; Lovett et al., 2014) e, ainda, € associada
a excitotoxicidade por glutamato, durante a passagem massiva de calcio para dentro das células
(Ogawa et al., 2014). Estudos idénticos deveriam ser realizados em doentes com MD,
nomeadamente, as diferencas de expressdo das citoquinas pro-inflamatdrias, presentes no
liquido cefalorraquidiano, de modo a avaliar o processo neuroinflamatdrio durante a progresséao
neurodegenerativa (Lovett et al., 2014).

Durante muito tempo a MD foi classificada como uma axonopatia ndo inflamatoria
(Averill, 1973; Griffiths and Duncan, 1975; Braund and Vandevelde, 1978), justificando o
atraso nas investigacdes do papel inflamatorio para a MD.

1.1.6 Apresentacdo clinica da mielopatia degenerativa

Recorrentemente, os sinais clinicos iniciais da DM s&o confundidos com os sinais
apresentados pela displasia da anca (Kneller et al., 1975). No inicio da doenca a localizacéo
neuroanatémica indica uma lesdo entre o terceiro segmento toracico (T3) e o terceiro segmento
lombar da medula espinhal (L3) (Coates et al., 2007). Os primeiros sinais apresentados por
doentes com MD sdo ataxia propriocetiva espastica e paraparésia assimetrica dos membros
pélvicos (Nardone et al., 2015). Com a evolugdo da doenca os sinais clinicos progridem para
sinais de neurdénio motor inferior (NMI) dos membros pélvicos e, progressivamente, afetando
também os membros torécicos. (Coates et al., 2007, Kathmann et al., 2006). Apds o diagnostico
presuntivo, a progressdo da MD pode variar e, geralmente, a maioria dos cées progride para
paraparésia ndo ambulatoria dentro de 6 a 9 meses apOs 0 aparecimento dos sinais clinicos
(Coates et al., 2007). Para efeitos de melhor compreensao da doenca, os paragrafos seguintes
irdo ser divididos em sinais clinicos iniciais e sinais clinicos apresentados numa fase mais

avancada da MD.

Os primeiros sinais clinicos de MD sdo a ataxia propriocetiva e ligeira paraparésia
espastica dos membros pélvicos (Coates & Wininger, 2010). Estes sinais aparecem, sobretudo,
entre 0s 6 e 0s 9 anos de idade em racas de porte grande. No exame fisico é possivel observar
unhas gastas, claudicacdo dos membros pélvicos e assimetria dos mesmos (Coates et al., 2007),

sendo observada dificuldade em subir e descer escadas e dificuldade em calcular distancias
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(Johnston et al. 2001). Assim, na marcha o doente cruza os membros pélvicos e é frequente
balancar a zona pélvica (Lorenz et al., 2012). Também & observada paraparésia NMI nos
segmentos T3 a L3 que resulta em alteragcdes no reflexo espinhal dessa mesma localizagéo
(Awverill, 1973). Os reflexos patelares podem ser normais ou aumentados, no entanto, ja foram
descritos casos de animais com hiporreflexia do reflexo patelar (Griffiths, 1975). O reflexo
periférico flexor pode estar normal ou alterado. Recorrentemente, a doenca evolui para o estado
neurolégico de paraparésia ndo ambulatdria e nesta fase, alguns tutores optam pela eutanésia
dos doentes (Coates & Wininger, 2010).

Tal como ja referido, a progressdo da doenca pode conduzir a paraplegia de NMI,
sendo os membros toracicos afetados (Coates et al., 2007;Kathmann et al., 2006). Pode, ainda,
ocorrer tetraplegia flacida dos membros e a paresia tornar-se mais simétrica a medida que a
doenca progride. Os défices propriocetivos sdao mais evidentes e a atrofia muscular torna-se
generalizada. H4 uma perda grave de massa muscular nos masculos devido a sua inatividade
por tempo prolongado, no entanto, este sinal s é observado nos estadios finais da MD. Estes
caes apresentam alteracGes a nivel dos nervos cranianos, tais como, dificuldade em deglutir e
incapacidade de ladrar (Coates et al., 2007; Awano et al., 2009) e, na fase terminal da doenca,
incontinéncia urinaria e fecal (Averill, 1973). Na figura 2 é representado, em forma de esquema,

a evolucdo dos sinais clinicos de um animal com MD ao longo do tempo.

6- 12 meses

L

+ Ataxia propriocetiva
progressiva

* Paraparesia espastica e
assimétrica dos membros
pélvicos

+ Défices posturais

* Reflexos espinhais
normais

« Auséncia de hiperestesia
paraespinhal
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Figura 2- Apresentacdo clinica da mielopatia degenerativa (adapatado de Coates &Wininger, 2010)

1.1.7 Esclerose lateral amiotrofica
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A esclerose lateral amiotréfica (ELA) é uma doenca degenerativa dos neurdnios
motores centrais e periféricos. Com a progressao da doenca, ocorre o aparecimento de défices
motores, faléncia dos musculos respiratérios e degluticdo (Gordon, 2013).

Maioritariamente, os casos de ELA séo esporadicos, sendo 5-10% de causa genética

(Leigh, 2007). E uma doenca autossémica dominante, no entanto, ha uma ligeira percentagem
de doentes autossomicos recessivos (Coates et al., 2010). Recentemente, foi explorada a
hipotese da exposi¢do a radiacao, poluentes toxicos e metais pesados serem uma possivel causa
da ELA (Ash et al., 2019). A interacdo entre fatores ambientais, vias genéticas e moleculares
potencia o desenvolvimento desta doenca (Bennett et al., 2019; Jimenez-Pacheco et al, 2017).

A apresentacédo classica clinica desta doenga é caracterizada pelo envolvimento dos
musculos bulbares, membros toracicos e musculos respiratorios. E reconhecida como uma
doenca heterogénica, pois possui varios fenotipos consoante a localizacdo das lesdes de
neuronio motor superior (NMS) ou neurdnio motor inferior (NMI) (Simone et al., 2020).

O diagndstico da ELA ¢é realizado pela historia clinica e exames complementares,
nomeadamente, andlise do liquido cefalorraquidiano e ressonancia magnética (Masrori et al.,
2020).

O tratamento desta doenca é baseado no maneio multidisciplinar que se foca em
minimizar os sinais clinicos adquiridos pela doencga, dando uma melhor qualidade de vida e
aumento do tempo de sobrevivéncia dos pacientes (Mathis et al.,2016).

A interligacdo entre MD e ELA sdo as semelhangas genéticas que ambas as doencas
apresentam, ou seja, a mutacdo no nucledtido SOD1 (Nardone et al., 2015). Em ELA
aproximadamente 20% dos casos apresentam a mutagdo SOD1 (Valdmanis et al., 2009).

Assim sendo, sdo realizados varios estudos clinicos em animais para avaliar os
mecanismos patofisiolégicos da ELA. Estes ensaios sdo realizados em roedores, contudo,
modelos caninos possuem varias vantagens (Rakhit et al., 2002). Os cées ndo apresentam uma
elevada expressdo da mutacdo de SOD1, ou seja, ndo sdo induzidos processos patologicos
diferentes dos doentes com ELA. Os resultados dos estudos realizados em cées com MD
permitem uma melhor compreensédo da eficcia das intervencdes terapéuticas no tratamento da
ELA (Coates et al., 2010).

1.1.8 Terapéutica clinica da mielopatia degenerativa
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Atualmente, ndo ha literatura descrita sobre o tratamento eficaz para a MD. Umas das
primeiras abordagens realizada € o maneio medico ap0s a apresentacdo dos primeiros sinais
clinicos, recorrendo a anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) ou corticosteroides. O anti-
inflamatdrio de eleicdo na MD é a prednisolona, pois ajuda no maneio de sinais neurolégicos,
no entanto ha pouca evidéncia que o uso de corticosteroides retroceda a progressdo da doenca
(Corral, 2020).

Um possivel protocolo inicial serd a combinagdo de exercicios ativos, suplementagédo
vitaminica com vitamina B e vitamina E, &cido aminocaproico e N-acetilcisteina (Clemmons,
1992; Dewey & Costa, 2016 ). O acido aminocaproico atua no bloqueio das vias de inflamagéo
e reduz a degradacdo de fibrina (Clemmons, 1992). Por sua vez, a N-acetilcisteina é um
precursor da glutationa e elimina radicais livres, o que impede a ativacdo de enzimas que
causam lesdes nos tecidos (Boothe, 2001). A utilizagéo de vitaminas permite a melhoria de cées
com MD, pois inibe a libertacdo de prostaglandinas e citoquinas, que por sua vez, atuam na
cascata de inflamagéo (Clemmons, 1992).

A neuroreabilitacdo demonstrou ser essencial no maneio da MD, pois aumenta o tempo
médio de vida e a qualidade de vida dos doentes. Quando os doentes com MD ndo sdo
submetidos a um maneio multimodal, a progressdo da doenca atinge o estagio final dentro de 6
meses apds o diagndstico inicial (Clemmons, 1992; Polizopoulou et al., 2008). Um estudo
realizado por Kathmann e colaboradores (2006) , relatou que a fisioterapia diaria prolongou o
tempo de sobrevivéncia dos cées afetados. O estudo era composto por 22 cdes com MD que
receberam varios niveis de fisioterapia. O protocolo consistia em exercicios ativos e passivos,
independentemente da progresséo da doenga. Cdes com um protocolo intensivo de fisioterapia
demonstraram maior tempo de sobrevivéncia (8 meses), relativamente aos caes submetidos a
um protocolo moderado (4 meses) ou sem protocolo (1 més) (Kathamnn et al., 2006).

Um outro estudo enunciou que dos cdes submetidos ao mesmo protocolo descrito por
Kathmann em 2001, 15-20% ndo demostraram agravamento do estado geral, sobrevivendo
alguns por mais 4 anos (Polizopoulou et al., 2008).

O prognostico da MD continua a ser reservado e, ha maioria dos casos, 0S caes Sao
eutanasiados entre 6 a 12 meses apds 0s primeiros sinais clinicos. Segundo um estudo realizado
na raca de Pembroke Welsh Corgis, o tempo médio de vida destes animais é de 1,25 anos
(Coates et al., 2007).

A reabilitacdo podera ser uma componente de elevada importancia na melhoria de cées

afetados com doencas neuroldgicas, pois melhora a qualidade de vida do animal
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substancialmente ( Kathamann et al., 2006). A reabilitacdo € uma &rea em medicina veterinaria,
sendo emergente na prética clinica e que consiste em varias técnicas, tais como, exercicios
terapéuticos, modalidades fisicas, massagens e hidroterapia (Tomlinson, 2012) .

O conjunto destas modalidades associadas potencia a recuperacdo do bem-estar do

animal a longo prazo (McGonagle & Taylor, 2004).

1.1.8.1. Electroestimulacéo

A electroestimulacédo (EE) € uma modalidade da neuroreabilitagdo animal que tem como
principais objetivos: o fortalecimento muscular; corre¢do postural; aumento da amplitude
articular (ROM); reducdo de edemas; diminuicdo de espasticidade e espamos musculares
(Prydie & Hewittt, 2015). Estudos demonstram que a aplicagdo da electroestimulagdo nos
tecidos, potencia os fatores neuroquimicos responsaveis pela regeneracdo (Mohammad et al.,
2011) e, em nervos periféricos seccionados, acelera a re-inervacdo dos tecidos alvos,
nomeadamente, dos musculos (Franz et al., 2013).

A aplicacdo de corrente elétrica possibilita a ativacdo de nervos sensoriais e motores e,
tem como finalidade, a contragdo muscular ou maneio da dor (Prydie & Hewittt, 2015). A
modalidade de estimulacdo elétrica apresenta varios tipos, sendo os principais, estimulacéo
elétrica funcional (FES) e estimulacdo elétrica neuromuscular (NMES).

O FES é uma modalidade de neuromodulacdo que recorre a uma corrente de baixa
intensidade que possibilita a contragdo muscular (Hamid et al., 2008; Martins et al., 2021) ,
com séries de pulsos elétricos curtos , que estimulam o0s neurénios motores superiores
adjacentes a placa motora ou através de estimulacdo aferente periférica (Martins et al., 2021;
Holsheimer et al., 1998). Ao induzir a passagem de corrente ha um recrutamento de fibras
musculares, de neurdnios motores de grandes didmetros, pois estes apresentam fibras de
velocidade de conducéo rapida, possibilitando uma maior resisténcia a fadiga muscular (Fouad
et al., 2012). Para evitar este desgaste sdo aplicados os seguintes parametros: frequéncia da
corrente, magnitude da corrente , tipo de onda da corrente, amplitude do pulso e tempo de
tratamento (Hamid et al., 2008).

A inervacédo do tecido alvo é uma componente importante na escolha dos parametros,
pois em tecidos ndo inervados os parametros utilizados sdo de 60- 100 Hz e, em tecidos

inervados, a frequéncia utilizada é de 25- 50< Hz acima de 2,5 mA (Bockstahler & Levine,
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2014). Os parametros utilizados sdo de 60 Hz, de 6- 24 mA, 1:4 ciclo de trabalho e rampa para
cima de 2-4 segundos para cima, com ponto maximo de 8 segundos e 1 a 2 segundos para baixo
(Bockstahler & Levine, 2014; Martins et al., 2021) durante 10 minutos. A modalidade €
realizada duas a trés vezes ao dia, durante uma semana, consoante a evolucdo neurologica de
cada doente. Um elétrodo é colocado na regido da pele correspondente a zona anatomia L7-S1
e 0 outro elétrodo é colocado proximo a regido motora ventromedial do grupo de musculos
flexores dos membros pélvicos (Martins et al., 2021). Ap6s o FES os doentes possuem uma
janela terapéutica de 40 minutos, da qual, o treino locomotor sera introduzido (Nooijen et al.,
2009; Van Hedel et al., 2010).

A NMES consiste na administracdo de uma corrente elétrica com o objetivo de
despolarizar o nervo motor e, consequentemente, permitir uma contracio do musculo. E
utilizada na prevengdo da atrofia muscular, movimento articular e na reeducagdo muscular
(Bockstahler & Levine, 2014).

Esta modalidade esta inserida em varios programas de reabilitacdo com o intuito de
aumentar o recrutamento muscular e, posteriormente, o aumento da forca muscular(Thrasher et
al., 2013, Bochkezan et al., 2018). Doentes neurolégicos beneficiam da utilizacéo desta técnica,
nomeadamente, em lesdes da medula espinhal ou outras doencas neurologicas com sinais de
paralisia ou parésia (Bockstahler & Levine, 2014).

Um dos principais efeitos secundarios sera a fadiga muscular provocada pelo
recrutamento inverso das fibras musculares. O NMES recruta fibras do tipo Il (contragédo
rapida) e, em seguida, fibras do tipo I (contracdo lenta), que é o oposto da contracdo voluntaria
(Bockstahler & Levine, 2014). No entanto, este processo pode ser alterado através da regulagdo
dos parametros elétricos, nomeadamente, a frequéncia.

Para realizar a contragdo é necessario localizar o ponto motor, ou seja, a area em que 0
nervo motor entra no musculo e este ponto é encontrado na porcdo ventral de cada musculo.
Um dos elétrodos € colocado sobre a area do ponto motor selecionado e o outro elétrodo é
posicionado mais distalmente ao musculo. Os elétrodos podem ser colocados apenas no
musculo com o objetivo de realizar uma contracdo ou na articulagdo, sobre a qual musculo atua,
ou em grupo de musculos opostos para realizar uma co-contracéo (Goldberg et al., 2018).

Nesta modalidade os parametros elétricos utilizados séo de 25 a 50 Hz, em que cada
tratamento deve durar entre 15 a 20 minutos (Bockstahler & Levine, 2014).

Esta modalidade esta indicada em varios tipos de etiologias, nomeadamente, atrofias

musculares, desordens circulatorias, cicatrizacdo de tend@es e fraturas, edema articular e dor
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musculo-esquelética cronica (Canapp, 2007). Porém, esta técnica isoladamente ndo ¢é
completamente eficiente, ou seja, conjugada com exercicios ativos ou passivos possibilita um
melhor outcome para os doentes (Niebaum et al., 2018)

A EE é contraindicada em inflamacdes ativas, infecGes, lesdes na pele, doentes com
epilepsia ou convulsdes e doentes com pacemakers. Antes da aplicacdo desta técnica o doente

tem se ser avaliado e deve ser realizada tricotomia na zona pretendida (Goldberg et al., 2018).

1.1.8.2. Terapia de laser

Para maneio de doencas neuroldgicas a terapia de laser (TLs) é considerada uma opcao
viavel, como por exemplo, no caso da MD. A utiliza¢do de laser promove a melhoria da funcao
neuroldgica, movimento e qualidade de vida dos doentes (Riegel & Godbold, et al., 2017). A
TLs permite o aumento da producdo de trifosfato de adenosina (ATP) e aumento da taxa
metabolica celular, que por sua vez, promove os fibroblastos a produzirem mais colagénio e 0s
condrdcitos a produzirem matriz da cartilagem (Prydie & Hewitt, 2015). Outras propriedades
da TLs sdo o aumento da angiogénese, circulagdo sanguinea, libertacdo de citoquinas (Riegel &
Godbold,, 2017). A sua utilizacdo € indicada em feridas, Ulceras, trauma, condigdes musculo-
esqueléticas, artrites e condigdes inflamatdrias (Niebaum et al., 2018).

A TLs pode ser benéfica na prevencdo da fadiga ou lesdes musculares. Esta descrito que
esta modalidade é utilizada para aumentar o desempenho muscular (Ferraresi et al.,2016;
Hamblin, 2017). Apos esforgos fisicos, a TLs previne a dor e desconforto muscular, facilita a
recuperacao apos atividade fisica e reduz a lesdo muscular (Leal et al., 2010; Borsa et al., 2013,
Hamblin, 2017).

Atualmente, ha varios estudos clinicos que comprovam a eficacia da TLs na resposta
inflamatoria das lesdes causadas pela MD. Ha uma supressdo das citoquinas anti-inflamatdrias,
reducdo da astrogliose (ElI Massri et al., 2017) e melhoria da funcéo axonal, quando recorremos
a TLs (Hsieh et al., 2012; Masoumipoor et al., 2014). Ao ser aplicada a energia do laser, séo
estimulados os recetores das mitocondrias, ocorrendo o aumento da taxa de respiracao celular
e do fluxo sanguineo para a regido alvo. Perante estes efeitos, a aplicacdo da TLs na coluna
torécica e lombar dos doentes com MD permite uma melhor oxigenacdo dos tecidos alvos
(Riegel & Godbold, 2017).

Segundo um estudo, a TLs retarda os défices motores, porém, numa fase inicial da doenca

(Moges et al., 2009). Outro estudo, doentes com hérnias discais submetidos a TLs
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demonstraram melhorias na locomogéo, o que comprova o poder significativo que a TLs possui
na medula espinhal dos doentes (Draper et al., 2012).

Um estudo realizado sobre os efeitos da TLs na reabilitacdo de animais com MD,
evidenciou que os doentes que foram submetidos a TLs e fisioterapia demonstraram uma menor
progressdo da doenca e o0 aumento do tempo médio de vida, em relacdo aos animais que ndo
foram incluidos no programa de reabilitagdo (Miller et al., 2020).

Emsuma, a TLs apresenta uma fung&o protetora sobre 0s neur6nios motores nos estagios
inicias da MD através da diminuicdo de lesdes secundarias a medula espinhal e fadiga muscular
(Miller et al., 2020).

1.1.8.3. Treino locomotor

O treino locomotor (TL) consiste, apds uma lesdo, na recuperagdo da postura, marcha,
controlo da postura, equilibrio e qualidade de vida. Ao realizar o TL permitimos a ativacao da
funcdo neuromuscular, em vista de, retreinar o sistema nervoso a recuperar a sua funcao
especifica (Brazg et al., 2017, Martins et al., 2021). Para ativar o sistema neuromuscular séo
necessarias varias repeticdes, com o objetivo de obter neuroplasticidade (Martins et al., 2021).
Em humanos, o TL permite a libertacdo de fatores tréficos, o que possibilita alteracbes de
neuro-reorganizacdo e metabolismo muscular, angiogenese e neurogénese (Dobkin et al.,
2012).

O tapete rolante terrestre (TRT) é uma das modalidades essenciais de neuroreabilitacdo
em medicina veterinaria. O treino locomotor proporciona a melhoria da massa muscular e
aumenta a capacidade oxidativa do musculo (Hicks, 2020). Estas alteracdes permitem um
aumento da atividade fisica diaria do doente. Ap0s utilizacdo da passadeira terrestre existe um
ganho de tamanho e massa muscular, em lesGes da medula cronicas e agudas (Hicks, 2020). O
TRT mantém os circuitos nervosos e possibilita a melhoria da marcha. Doentes sujeitos a treino
locomotor demonstram uma locomoc¢do organizada, consistente e (Martinez et al., 2013)
simétrica (Rossignol et al., 2015).

Um dos parametros que influencia o TRT € a intensidade e, por sua vez esta, depende
do movimento, velocidade ou carga efetuada pelo doente. A utilizacdo do TRT permite ao
doente uma melhoria na espasticidade, funcdo cardiorrespiratdria, angiogénese e

neuroplasticidade. Os mecanismos subjacentes apds TRT abrangem o aumento da capacidade
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cardiorrespiratoria e metabdlica e 0 aumento da sintese e libertacdo de fatores de crescimento
dos nervos (Prydie & Hewitt, 2015).

O tapete rolante aquatico (TRA) é um elemento fundamental da reabilitacdo pois
estimula o sistema neuromuscular de uma forma funcional e, juntamente com outras
modalidades, possibilita efeitos essenciais na recuperagdo do animal (Waining et al., 2011). E
indicado para reducdo de claudicacdes, aumento da capacidade cardiovascular, aumento da
flexibilidade das articulagdes e para maneio de condigdes musculo-esqueléticas como artrites,
fraturas, recuperacdo pos-operatorias, tendinites, distensdes e artrites ( King et al., 2013). Em
contraste, a aplicagdo do TRA de forma inadequada possibilita lesdes e prejudica as condic¢oes
pré-existentes do animal (Waining et al., 2011). Tem como principais objetivos, o
fortalecimento e reeducacdo de grupos individuais de musculos e articulacdes e melhora a
mobilidade. Os elementos-chave do TRA sdo a velocidade do tapete e a profundidade da agua,
dado que, a marcha do animal vai ser determinada consoante estes parametros (Hicks, 2020).

O TRA aumenta a flexdo e extensdo dos membros e consegue produzir uma maior
amplitude articular, em comparagdo com o treino locomotor terrestre (Marsolais et al., 2003;
Monk et al., 2006).

1.2 Medicina Regenerativa

Nos ultimos anos a medicina regenerativa tornou-se uma area cada vez mais emergente
em medicina veterinaria. A medicina regenerativa baseada na administracdo de células
estaminais, isoladas de tecidos adultos, em tecidos lesionados, pode potencialmente regenerar
estruturalmente o tecido ou 6rgdo (Ratajczak et al., 2019; Mocchi et al., 2020).

As celulas estaminais (CE) séo células indiferenciadas caracterizadas pela capacidade
de se diferenciarem em varias linhagens celulares e se proliferarem (Kolios & Moodley, 2013).
A utilizacdo de CE, tem em vista, varias aplicacdes e areas, nomeadamente, crescimento de
novos tecidos ou 6rgdos, aumento da viabilidade dos 6rgdos em transplantes e promocéao da
regeneracao de linhas celulares (Edgar et al., 2020).

A medicina regenerativa € uma das solucdes para doencas, nomeadamente, leucemia,
linfomas, imunodeficiéncias e doencas metabdlicas (Kolios & Moodley, 2013). Esta
comprovado que a utilizacdo de CE possibilita 0 aumento de fungdes neuroldgicas e atividade
motora (Barnabé & Heider et al., 2008).
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1.2.1 Classificagdo das células estaminais

1.2.1.1 Potencial de diferenciacao das células estaminais

As células estaminais podem ser classificadas quanto ao seu potencial de
diferenciacdo, que depende da origem e da linhagem de células das quais sdo obtidas. Em
relacio ao potencial de diferenciacdo as CE podem ser: totipotentes; pluripotentes;
multipotentes; oligopotentes e unipotentes (Kolios & Moodley, 2013).

As ceélulas totipotentes tém a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de células
do organismo, incluindo, tecidos embrionarios e extraembrionarios (Bozdag et al., 2018). Sao
encontradas nas fases inicias do desenvolvimento fetal e formam estruturas, tais como, a
placenta e anexos (Rossant, 2001).

O zigoto é o exemplo mais comum de uma célula totipotente (Rossant, 2001). Apds a
formacdo do zigoto, a massa interna do blastocisto torna-se pluripotente e através desta
estrutura é formado o hipoblasto e epiblasto (Bajada et al., 2008). O hipoblasto cria 0 saco
vitelino e o epiblasto vai formar as 3 camadas germinativas (ectoderme, mesoderme e
endoderme) (Bajada et al., 2008) que, por sua vez, vao originar todos os tecidos e 0s 6rgaos
(Kolios & Moodley, 2013).

As células multipotentes sdo derivadas de diferentes tipos de tecidos, nomeadamente,

da médula dssea, tecido adiposo, 0sso, sangue do corddo umbilical e ddo origem a tecidos da
mesoderme, tais como, tecido adiposo, 0sso, cartilagem e masculo (Augello et al 2010). As
células mais reconhecidas deste grupo sdo as células estaminais mesenquimatosas (CEM)
(Kolios & Moodley, 2013) e estas possuem capacidades imunomodeladora e anti-inflamatérias
(Lee et al 2011; Kim et al 2010). As CEM interagem com linfdcitos e, mediante a ativagéo do
mediador pré-inflamatorio secretam fatores que regulam a inflamacéo (Singer & Caplan, 2011).
As células oligopotentes possuem a capacidade de se renovarem e formarem linhas
celulares para tecidos especificos (Kolios & Moodley, 2013), como por exemplo, as células

hematopoiéticas que se diferenciam em linhagens linfoides e mieloides (Marone et al.,2002).
Por fim, as células unipotentes sdo capazes de se diferenciar em um anico tipo especifico

de células, tais como, as celulas musculares (Bentzinger et al., 2012).

1.2.1.2. Origem das células estaminais
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As CE podem ser classificadas em trés tipos com base na sua origem: células
embrionarias, adultas e células estaminais residentes.

As células embrionérias derivam da massa interna dos blastocistos e estas camadas séo
separadas e transferidas para cultura, em condicdes especificas, para desenvolver as linhagens
pluripotentes (Bongso, 2006). Possuem uma maior capacidade de autorrenovacao, do que as
células encontradas em tecidos adultos, pois ndo proliferam extensivamente e s6 podem ser
diferenciadas em células especificas do tecido (Kolios & Yuben, 2013).

As células estaminais adultas sdo provenientes de tecidos adultos, tais como, as CEM e
as células provenientes do tecido da placenta. Apresentam capacidade anti-inflamatoria e
podem ser obtidas de qualquer tecido proveniente de uma das 3 camadas (Kolios & Yuben,
2013).

Por ultimo, as CE ainda podem ser classificadas como células estaminais residentes.
Apds uma lesdo, estas células controlam a capacidade de alguns tecidos e 6rgdos se renovarem
(Passier & Mummery, 2003). Residem em microambiente de células e, por sua vez, este controla
a autorrenovacdo e diferenciacdo das células (Yeung et al.,2011). Quando ocorre uma leséo, as
células estaminais residentes séo ativadas através de marcadores especificos, que possibilitam

a regeneracao (Yeung et al.,2011).

1.2.2 Células mesenquimatosas na medicina regenerativa

As CEM sdo células multipotentes com capacidade de se diferenciarem em diferentes
linhagens de células, permitindo a regeneracéo dos tecidos (Kolios & Moodley, 2013). As CEM
fazem parte da constituicdo de quase todos os tecidos e sdo facilmente extraidas, o que as torna
ideais para a regeneracdo tecidual (Barry et al., 2013). Consoante o efeito terapéutico
pretendido, as CEM apresentam vérias origens: proveniente de tecidos da mesoderme
(cartilagem, gordura, musculo, 0sso e médula 6ssea); endoderme (figado e timo) e ectoderme
(pele, polpa dentéria, dura mater) (Phinney & Prockop, 2007). As CEM derivadas da médula
6ssea e do tecido adipdcito apresentam maiores taxas de sucesso e, por esse motivo, sdo as mais
utilizadas em medicina regenerativa (Takemistu et al., 2012).

As CEM sdo as células mais aplicadas, uma vez que, em culturas possuem a capacidade
de se diferenciarem em diferentes tipos de células, tais como, osteoblastos, condrécitos,
adipocitos, midcitos; cardiomidcitos, hepatdcitos; células epiteliais e endoteliais e, por ultimo,

neuronios (Barry et al., 2013).
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A “The International Society for Cellular Therapy” definiu determinados critérios para
a classificacdo das CEM: possuirem aderéncia ao plastico em condigdes standard; expressarem
os fatores CD105, CD73 e CD90 e néo expressarem os CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a
e CD19 e complexo de histocompatibilidade classe 11 e serem capazes de se diferenciarem em
osteoblastos, adipdcitos e condroblastos in vitro ( Miguel et al., 2012).

Ao utilizarmos CEM temos de ter em conta a sua fonte: autéloga ou alogénica. As
células autdlogas sdo recolhidas do proprio animal e sdo administradas novamente no mesmo
animal. Pelo contrario, as células alogénicas séo recolhidas de um animal saudavel (dador) para
serem administradas no doente (Quimby & Borjesson, 2018).

Segundo alguns autores, as células alogénicas podem néo ser eficazes e sobrevivem num
curto espaco de tempo no organismo, comparativamente, as células aut6logas (Togel et al.,
2013). No entanto, outro estudo enuncia que as células alogénicas possuiam maior proliferacdo
e efeito terapéutico (Wang et al., 2013). A maior vantagem apresentada pelas células alogénicas
é ndo submeter o doente ao processo de recolha e a possibilidade de utilizar animais jovens e
saudaveis (Quimby & Borjesson, 2018).

1.2.3 Aplicacdes das células estaminais mesenquimatosas

As CEM devido ao seu poder de diferenciagdo em vérios tipos de tecidos sdo as mais
utilizadas na area de medicina regenerativa, tanto em medicina humana como em medicina
veterinaria. Estdo presentes em quase todos os tecidos, incluindo, a médula dssea, tecidos
adiposos e sinovia (Han et al., 2019).

A utilizacdo de CE esté descrita em vérias doencas, como por exemplo, diabetes mellitus
(Trivedi et al., 2008), leucemia mieloide cronica (Hackanson et al., 2011), cirrose (Chien-Tsun
et al., 2008), fibrose pulmonar (Tzouvelekis et al., 2011), doenca de Crohn’s (Clerici et al.,
2008), falha cardiaca (Pouly et al., 2008) e doencas do sistema nervoso, como a esclerose
multipla (Uccelli et al., 2011), doenca de Parkinson (Filho et al., 2018) e outras doencas
neuroldgicas (Gogel et al., 2011).

Ha vérios casos em que podemos recorrer aos beneficios da CEM, nomeadamente, a
regeneracdo 0Ossea, reparacdo da cartilagem, regeneracdo de outros tecidos musculo-
esqueléticos, “reconstrugdo” do sistema nervoso central ¢ nervos periféricos, restauragdo do
miocardio, regeneragdo do figado, “reconstrugdo” traqueal e regeneragao da pele (Han et al.,
2019).
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A nivel cardiaco ha varios estudos que demonstram a eficécia da utilizacdo de CEM
tendo em conta, que quase todas as doengas cardiacas resultam em lesdo do miocardio (Guo et
al., 2020). As CEM tém a capacidade de se diferenciarem em cardiomidcitos (Han et al., 2019)
e a sua finalidade consiste na atenuacdo de lesdes no miocardio (Toma et al., 2002). Segundo
alguns, o uso de CEM possibilita a melhoria da funcdo cardiaca através da remodelacao a volta
das lesdes (Oshita et al., 2020). Um exemplo pratico serd o enfarte de miocardio, no qual, as
CEM séo aplicadas de forma a diminuir os processos inflamatdrios desencadeados pelo enfarte
(Andrzejewska et al., 2021).

Em casos de regeneracdo do figado, as CEM sdo uma alternativa pelas mesmas razdes
referidas anteriormente no texto. No entanto, as CEM néo se diferenciam em hepatdcitos, o que
pode promover a fibrogénese do figado (Di et al., 2008). Em relacdo a doencas respiratorias,
tais como, defeitos na traqueia por estenose traqueal ou neoplasia, em que é necessaria a
recessdo parcial ou reconstrucdo da traqueia, uma das opcdes sera a utilizacdo de CEM para
recuperacdo do epitélio (Han et al., 2019).

As doencas esqueléticas sdo recorrentemente encontradas na pratica clinica,
nomeadamente, a osteartrite (Drazilov et al., 2018), displasia da anca e doencgas do disco
intervertebral (Viktorova & Savchenkova et al., 2020). Nestas, as CEM possuem o potencial
de restaurar a cartilagem e reduzir a dor, através das suas propriedadades imunomodeladoras e
anti-inflamatorias. Em casos de osteoatrite (Sasaki et al., 2019), as CEM podem ser injetadas
intra-articularmente e, nomeadamente em casos de displasia da anca (Viktorova &
Savchenkova et al., 2020).

A regeneracgéo da cartilagem pode ser complicada, pois trata-se de uma zona avascular
(Han et al., 2019). As CEM podem ser uma alternativa, pois possuem a capacidade de se
diferenciar em condrdcitos (Han et al., 2019). Assim, a reconstruc¢do da cartilagem exige uma
combinacdo de fatores de estimulacdo, co-cultura de condrécitos e células estaminais (Zou et
al., 2018). Por fim, as CEM podem ser utilizadas em lesdes renais (Jiang et al., 2015), doengas
pulmonares (Dai et al., 2018) e regeneracdo da bexiga (Zhou et al., 2018).

Assim, e tal como referido anteriormente, a MD correlaciona-se com a ELA, sendo um
dos possiveis tratamentos da ELA a administracdo de CEM, que atenua 0s sintomas
demonstrados pela doenga. Apos a administracdo foram reportados sinais de neuroproteccao,
estimulacdo da reparacéo dos tecidos nervosos e aumento do tempo de vida (Fontanilla et al.,
2016). Em outros estudos, a administracdo de CEM intratecais demonstrou melhorias na funcéo

motora e reducdo da degenerescéncia dos neurdnios (Chudickova et al., 2019). A utilizacdo de
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CEM npossibilitou, ainda, a reducdo da astrogliose e microgliose, através das suas capacidades
anti-inflamatorias e reducdo dos niveis pré-inflamatorios de citoquinas (Andrzejewska et al.,
2021).

Capitulo 11
1. Objetivo do estudo

O presente estudo clinico cohort retrospetivo controlado tem como objetivo avaliar a
capacidade de resposta de regeneracdo neural de cdes com MD, avaliando a progressao positiva
do estado neural ou a manutencdo em estado funcional, apos a aplicagdo de um programa
regenerativo composto por Protocolo de Neuroreabilitacdo Funcional Intensivo (PNRFI) e
administracdo de CE.

Neste estudo retrospetivo hipotizamos a associagdo do PNRFI com as CE, como sendo
um possivel tratamento para a MD, indicando a progressdo positiva mais prolongada dos

doentes.

1.1 — Material e Métodos

O presente estudo clinico foi composto por 18 cdes com diagndstico de MD que se
apresentaram em consulta no Hospital Veterinario da Arrabida/Centro de Reabilitacdo Animal
da Arrabida (HVA/CRAA) durante o periodo de 5 de Maio de 2017 a 5 de Dezembro de 2021.
O estudo foi aprovado pela comissdo de ética da Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias- Faculdade de Medicina Veterinaria (ULHT- FMV). Todos os tutores assinaram
termos de consentimento (Anexo 2), para a realizacdo do estudo de medicina regenerativa, no

que diz respeito a abordagem das CE.

1.2- Apresentacdo da amostra populacional

No presente estudo cohort retrospetivo controlado, dezoito cdes paraparesicos nao
ambulatorios com escala [OFS 3(6)-3(8)], sem hiperestesia espinhal e com neurolocalizacéo
T3-L3 foram selecionados, tendo por base, a execucdo do teste genético de MD associado a
exame de neuroreabilitacdo funcional com a demonstracdo de sinais clinicos compativeis com
lesdo de NMS e indicativos de alguma cronicidade e espasticidade. O diagnostico de MD foi

realizado por exclusdo, descartando doencas imunomediadas, nomeadamente, babesiose,
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erlichiose e leishmaniose, assim como, doencas parasitarias referindo-nos a neosporose e
toxoplasmose. A mielite viral por esgana foi também descartada, bem como, a presenca de
proteinas no LE, excluindo outras causas de mielite.

Os critérios de exclusdo deste estudo foram gatos e cdes com mielopatias compressivas,
tais como, doenca do disco intervertebral com lesdo de Hansen tipo I e 11, doencas degenerativas
com presencas de quistos araquendides medulares, lesdes de origem traumatica, doentes de
mielopatias vasculares (tromboembolismos) e doencas imunomediadas, como referido
anteriormente.

Com o rigor da selecdo dos doentes por regra de independéncia, estes foram alocados
aleatoriamente, quanto a raga, peso, idade, sexo e teste genetico. A recolha de dados durou um
periodo de 4,5 anos, permitindo a formacéo de grupo de estudo (GE) constituido por n=11 caes
e a formacdo de grupo de controlo (GC) composto por n=7.

A aleatorizacdo dos cdes foi pelo processo de randomizacdo cego a medida que foram
admitidos a Consulta de Neuroreabilitagdo Funcional (CNRF). Foi utilizado um saco com dois
dados numerados em S e C, sendo o0 S (study) e o C (control). O operador selecionado foi um
médico veterinario do HVA/CRAA néo pertencente ao estudo, ou seja, era neutro e cego quanto
a escolha dos animais. A diferenca entre o n do grupo de estudo e do grupo de controlo foi
aleatoria.

Tendo em consideracdo a amostra total (n=18), foi realizada a caracterizacdo da mesma
quanto a raca em 55,6% (10/18) Pastor Alemdo, 11,1% (2/18) Collie e raga indeterminada e,
por fim, com 5,6% (1/18), Serra da Estrela, Malamute do Alasca, Setter Irlandés, Weimaraner,
respetivamente.

No que diz respeito ao sexo 66,7 % (12/18) foram machos e 33,3% (6/18) foram fémeas.
Em relacdo ao teste genético com base na mutacdo SOD1 foram incluidos 55,6% (10/18)
doentes com genotipo heterozigdtico e 44,4% (8/18) doentes com gendtipo homozigético.

Quanto as categorias quantitativas continuas, nomeadamente idade e peso, a idade do
estudo encontrou-se entre 7 e 13 anos, com média de 10 anos e 4 meses e mediana de 10 anos,
assim como a moda. Tendo em visdo o peso, no estudo os valores fluiram entre 16 e 45 kg,
observando-se média de 31,5 kg, mediana 32,5 kg e moda de 36 Kkg.

A presenca de elevada percentagem de doentes geriatricos justifica as ocorréncias

clinicas possiveis no estudo.
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1.3- Desenho do estudo

Este estudo em ambito clinico retrospetivo controlado, apds admissdo ao estudo, 0s
dezoito doentes, foram dirigidos a CNRF realizada sempre pelo mesmo instrutor/examinador
de CCRP (Certified Canine Rehabilitation Practitioner) e certificado pela Universidade do
Tennessee.

Na CNRF foi avaliada a marcha em ambiente controlado e calmo, num corredor de 6
metros, em vista de classificar os doentes segundo a escala OFS (Open Field Score)(Olby et
al., 2001; Olby et al., 2014). Todas as observagdes foram registadas com o auxilio de cAmara
Canon EOS Rebel T6 (EOS 1300D).

Ainda foram observados 0s seguintes parametros:
— Estado mental;
— Palpacéo da coluna vertebral,
— Postura associada a reagdes posturais (teste de posicionamento propriocetivo e
demonstracéo de base de sustentacéo alargada);
— Reflexos periféricos (tais como: reflexo de Babinski, reflexo cutaneo do tronco, reflexo
patelar, reflexo extensor cruzado, reflexo flexor e reflexo tibial cranial);

— Auvaliacdo da sensibilidade a dor, tanto superficial quanto profunda.

Durante o exame foram utilizados Pin¢ca Halstead mosquito ABC Curva 12 cm e martelo
de Taylor 18 cm. No que diz respeito aos reflexos periféricos, estes foram classificados como
ausentes, diminuidos e aumentados/clonicos. Através da palpacdo do doente foi efetuada a
avaliacdo do ténus muscular, bem como, a amplitude de extensdo e flexdo de todas as
articulacdes, de modo a assinalar a presenca de espasticidade e/ou rigidez muscular.

Na Figura 3 foi representado o algoritmo de admissdo dos doentes ao estudo e a sua

progressao durante dois meses.
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n=18
* DDV
*Hansen tipo I e Il
« Tromboembolismo
fibrocartilagineo
* Quistos araquendides
Diagnéstico medulares
MIELOPATIA DEGENERATIVA de exclusio « Trauma medular
« Doengas imunomediadas
( babesiose, erlichiose,
entre outros)
n=11 n=7 |L_ _ _ _ — __
TO - = = =7 - - - - - - = - = -
HOSPITALIZAGAO PNRFI PNRF AMBULATORIO
1MES
Treino . ~ Treino . -
[, + Eletroestimulagido locomotor + Eletroestimulagdo
Células
T __ - —_- - L
estaminais - -"" -"=- -"=-" =-"="-" =-""=—= -\ - =" =—- °~-=
1MES PNRFI PNRF
T2 F- — — — < Altamédica - — — — — — — — — - Altamédica )_ _ __
. . )
1FU 2FU Ultimo FU

Figura 3- Algoritmo representativo do estudo clinico. DDV: doenca do disco intervertebral, PNRFI:
Protocolo de Neuroreabilitacdo Intensivo, PNRF: Protocolo de Neuroreabilitacdo Funcional.
Monitorizagfes: TO= entrada no estudo; T1= administragdo de células estaminais; T2= alta médica;

Follow ups: oito dias (1 FU), quinze dias (2 FU) e, posteriormente, a cada més.

1.4 Protocolos de Neuroreabilitacdo Funcional

Os doentes do GE e do GC apresentaram um exame de neuroreabilitacdo com marcha
correspondente a paraparésicos ndo ambulatérios com escala de [OFS 3(6)-3(8)]. Estes doentes
apresentavam reflexo patelar e tibial cranial clénicos, mas com reflexo flexor diminuido,
reflexo cutaneo do tronco aterminar em L5 e, por fim, demonstraram todos sensibilidade a dor
profunda (SDP) presente.

Como foi verificado no algoritmo exposto anteriormente, todos os doentes (n=18) foram
submetidos a protocolos de reabilitacao funcional, durante o periodo de 2 meses. O GE realizou

o0 Protocolo de Neuroreabilitagdo Funcional Intensivo (PNRFI) e o GC foi sujeito ao Protocolo
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de Neuroreabilitacdo Funcional (PNRF). Os protocolos aplicados a ambos 0s grupos diferiram
a niveis de intensidade de treino e, em certas modalidades de treino, respeitando a evolucéo
neuroldgica e capacidade de cada doente. No caso do GE, este grupo ainda foi submetido a
administracao de CE, sendo uma das variaveis a ter em conta ao avaliar estes dois grupos.
Esté descrito em varias literaturas que o treino locomotor ( TRT + TRA) contribui para
a regeneracdo dos axénios (Doyle et al 2006, English et al., 2007, English et al., 2011, Cannoy
et al., 2016). Regularmente, no estudo os cées foram submetidos a protocolos diérios,
consoante, as suas capacidades locomotoras e cardiorrespiratdrias. Tanto no GE e GC o TRT +
TRA foi realizado de forma consistente com supervisdo de médico ou enfermeiro veterinario

da area.

1.5. Treino locomotor no grupo de estudo

No tapete rolante terrestre (TRT) (Superior Fit Fur Life Treadmill) os doentes
realizaram treinos diarios, trés vezes ao dia, durante uma semana. Para ndo atingir a fatiga
muscular, o TRT iniciou-se com sessdes de treino curtas, cerca de 10-20 minutos, a velocidades
baixas de 0,9 a 1,2 km/h. Ap0s as primeiras sessfes de TRT, a intensidade do exercicio e
duragéo sdo aumentadas para 20-30 minutos de treino e com velocidades de 1,2 a 2 km/h. Ao
fim de duas semanas, o doente esta apto para realizar o PNRFI de 30-40 minutos, trés vezes ao
dia, com velocidade de 2-2,8 km/h. No final do protocolo, foi expectavel o animal realizar 60
minutos de TRT, duas vezes ao dia, com velocidade 2,8-3,2 km/h e inclinacdo de 10%, de
forma autdbnoma, segundo as capacidades respiratorias de cada doente (Tabela 1). A prescri¢do
das sessdes de TRT foram seis dias por semana.

No tapete rolante aquatico (TRA) (Hidro Pysio EUA) os doentes realizaram treino
aquatico num periodo de curta duracdo, para a adaptacdo do mesmo ao meio aquéatico. A
velocidade foi de 0,9 a 1,2 km/h, durante dez minutos, tendo em atencéo, o nivel da 4gua. A
linha de agua escolhida para o PNRFI foi o condilo lateral do fémur, de modo, a permitir a
capacidade de produzir maior amplitude articular (ROM) (Barnicoat and Wills, 2016). Na
segunda semana, 0 tempo de treino aumenta para vinte minutos com velocidade de 1,2km/h a
2 km/h. Na terceira semana de PNRFI, o objetivo foi o doente atingir velocidades de 2 a 2,8
km/h num espago de tempo de trinta minutos. No final do protocolo, a velocidade foi de 2,8
km/h a 3,2km/h durante 60 minutos com inclinacdo de 5% a 10% (Tabela 1). Quanto a

prescricdo das sessdes de TRA, apenas foram de cinco dias por semana.
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Para complementar o protocolo foram adicionados exercicios de cinesioterapia, tais
como, subir e descer escadas, marcha em diferentes tipos de piso, cavaletti e subir e descer
rampas. Normalmente, o doente fez este treino durante cinco a dez minutos, duas a cinco vezes
por dia, quatro a cinco dias por semana.

No sentido de ajudar a correcdo dos défices sensoriais utilizaram-se exercicios em
pranchas de desequilibrio com dez repeticdes, e ainda exercicios de estacdo e movimentos de

bicicleta, duas a cinco vezes por dia, quatro a cinco dias por semana.

1.6 Treino locomotor no grupo de controlo

Os doentes pertencentes ao GC foram submetidos ao protocolo de PNRF e neste
protocolo o treino locomotor € semelhante, no entanto, os parametros de intensidade, frequéncia
e duracdo diferem do protocolo de PNRFI. E de extrema importancia referir que no PNRF os
doentes ndo estdo hospitalizados, mas sim, em regime ambulatério.

No TRT os doentes efetuaram o programa com velocidades de 0,8 a 1,8 km/h, duas
vezes por dia, com sessdes de quinze minutos. As sessdes de treino no TRA foram de 10 a 40
minutos com velocidades de 0,8-1,8 km/h. Ambas as sessGes de TRT e TRA foram prescritas
cinco dias por semana.

Neste programa também foram executados exercicios de cinesioterapia idénticos ao GE,
estando representados na Tabela 7. Quanto a prescricdo foi de quatro a cinco dias, em regime

ambulatério.
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Tabela 7- Treino Locomotor do grupo de estudo e grupo de controlo. I: Intensidade do TRT+ TRA,; F:
Frequencia TRT+ TRA, Duragéo do TRT + TRA

Tapete Rolante Terrestre
(TRT)

Tapete Rolante
Aquatica (TRA)

Cinesioterapia

| F T

| T

1 semana

0,9-1,2 5 10-20

0,9-1,2 10

Marcha em diferentes pisos;
5 min ; 3 x/dia.

2 semana

1,2-2 4 20-30

1,2-2 20

Marcha em diferentes pisos;
5 min; 3 x/dia
Cavaletti;

5 min; 2x/dia

3 semana

Grupo de estudo
PNRFI

2-28 3 30-40

2-28 30

Marcha em diferentes pisos;
10 min ; 2 x/dia
Cavaletti;
10min; 2x/dia

4 semana

2,8-32 2 40-60

2,8-32 60

Marcha em diferentes pisos;
10 min ; 1 x/dia
Cavaletti;
10min; 1x/dia
Subir e descer
rampas/escadas;

5min; 3x/dia

Ambulatério

Grupo de
controlo
PNRF

0.8-18 2 15-30

1.7- Electroestimulacdo no grupo de estudo

08-18 | 10-40

Marcha em diferentes pisos;
10 min ; 2 x/dia
Cavaletti;

5 min; 2x/dia

O GE foi submetido ao FES associado ao treino locomotor para obtermos uma

reorganizacdo neural do doente com MD (English et al., 2007) consistindo na estimulagédo de

nervos, com a colocacéo de elétrodo na zona anatémica L7-S1 e outro na regido do ponto motor

dos musculos flexores (Figura 4). Os parametros utilizados foram de 40-60 Hz a 10-36 mA,

ciclo de contracdo/descanso 1:4, ramp up/down 4 segundos, plateau de 8 segundos no tempo

de pico maximo e rampa descendente de 2 segundos. A electroestimulacédo foi realizada duas a

trés vezes ao dia, durante 5 dias, consoante a evolugdo do doente (Tabela 8).
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Figura 4- Exemplo de estimulacéo elétrica funcional

Tabela 8- Eletroestimulagdo do grupo de estudo e grupo de controlo. EE: Eletroestimulacdo; FES: Estimulacdo

elétrica funcional; EEM: eletromioestimulacdo motora; FT:Frequéncia do tratamento

Hz mA FT
@ Grupo 1 semana 4
c—; de FES 2 semana 3
= 40-60 | 10-36
B estudo 3 semana 2
.é 4 semana 1
% Grupo
ﬁ de EEM Ambulatério 40 10-20 2

controlo

1.8- Electromioestimulacdo no grupo de controlo

O programa de electroestimulacdo aplicada ao GC foi semelhante ao do GE, contudo,
os parametros utilizados foram de 40 Hz a 10-20 mA e a localizagdo anatomica dos elétrodos
diferiu. Os elétrodos foram colocados nos grupos musculares e na regido dos mecanoreceptores,
ou seja, no orgao Tendinoso de Golgi e junto no ponto motor do musculo. Este ponto motor é
a regido proxima da juncdo neuromuscular, assim sendo, o GC efetuou o programa de

electromioestimulacdo motora (EEM).
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A EEM estimula diretamente o sistema nervoso periférico, pois os elétrodos ndo foram
colocados ao longo do trajeto dos nervos periféricos, como efetuado pela FES. Os doentes

foram submetidos a EEM , trés dias por semana, a cada 48 horas.

1.9- Protocolo de administracéo de células estaminais

No GE foram aplicados dois tipos de células mesenquimatosas alogénicas diferentes
guanto a sua origem. Parte das células foram da membrana sinovial provenientes do Instituto
de Ciéncias, Tecnologias e Agroambiente da Universidade do Porto (ICETA), na

responsabilidade pela Professora Ana Collete Pereira de Castro Osorio. Outra parte foram

provenientes do tecido adiposo do FAT-Stem Laboratories ®, Bélgica e continham >15x10%de
células em 1 ml de tubo. A Vetherapy ® e a ICETA foram as responsaveis pelo transporte das
células, que preservaram as condicOes ideais de armazenamento.

Em relacdo as células provenientes do ICETA a preparacdo das mesmas consistiu em
trés momentos: preparacgdo e inativacdo do soro autdlogo; a rececdo celular e a preparagédo da
dose. Nos paragrafos seguintes, sera descrito 0 processo inerente a primeira etapa das CE.

A preparacdo das CE foi realizada no Centro de Reabilitacdo e Regeneragdo Animal de
Lisboa, em ambiente estéril e com equipamento adequado. A primeira etapa foi efetuada em
camara de fluxo laminar, na qual, o soro aut6logo foi preparado em ambiente estéril com
equipamento adequado. Anteriormente, o sangue do animal foi recolhido para um tubo seco e,
apos a colheita, o sangue foi transferido para um tubo de Falcon de 15 ml.

Ap0ds esta etapa, o(s) tubo(s) foram centrifugados a 2500-3000 rpm durante dez minutos,
transferindo-se o soro para um novo tubo de Falcon estéril, em que de seguida foi descartado o
depésito. O tubo de Falcon foi colocado em banho-maria a 56°C durante 30 minutos. A seguir,
0 tubo de Falcon foi colocado em gelo para arrefecimento. No passo seguinte efetuou-se a
filtragem do soro, na qual, foi retirado o émbolo de uma seringa de 20 ml e a mesma foi acoplada
a filtro de 0,22um. Com pipeta de Pasteur estéril foi transferido o soro para a seringa com 0
filtro. De seguida, o conjunto da seringa mais o filtro foi colocado no topo do tubo de Falcon
estéril. O embolo da seringa foi acoplado e o soro é transferido, através do filtro para 0 novo
tubo de Falcon estéril. Com todas estas fases concluidas, o soro esta apto para ser utilizado e

congelado a -20°C .
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Posteriormente, as células foram enviadas em vials com dosagem pretendida,
armazenadas em gelo e suspensas em soro autologo. ApoOs a rececdo os vials devem ser
prontamente processados.

A etapa seguinte foi a preparacdo da dose das células e, mais uma vez, o procedimento
foi efetuado num ambiente estéril e com equipamento adequado. O soro autélogo e Dulbecco's
phosphate-buffered saline (DPBS) foram colocados em banho-maria a temperatura de 37°C. O
vial também foi aquecido em banho-maria com a mesma temperatura. A seguir, o contetdo do
vial foi rapidamente recolhido através da pipeta de Pauster e transferido para tubo de Falcon
estéril. A este tubo foi adicionado 2 ml de soro autdlogo inativado e centrifugado com as células,
atraves de pipeta de Pauster esteéril.

Em seguida, foi adicionado o meio de cultura DPBS estéril ao tubo de Falcon até
perfazer um volume de 10 ml. Foi realizada a centrifugacdo a 1600 rpm durante dez minutos.
O sobrenadante foi descartado num movimento Unico. A seguir, foi adicionado 2 ml de soro
autélogo ao precipitado de células , ou seja, o pellet e, consoante, o local da administracdo das
células foi adicionado mais 2 ml. De forma a desfazer o pellet celular e homogenizar a
suspensdo celular foram realizados movimentos up and down com a pipeta de Pasteur. A
suspensdo de células obtida devera ser imediatamente administrada e no caso de ser
impossibilitada a sua administracdo, terdo de ser mantidas refrigeradas até a sua aplicacdo (por

um periodo maximo de 12 horas).

1.10 - Administracdo das células estaminais

A administracdo das células estaminais foi realizada na Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV) pelo chefe do departamento de neurologia,
Professor Doutor Antdnio Ferreira e equipa.

Apos chegada do doente @ FMV este foi encaminhado para uma sala adequada ao
procedimento, em que foi realizado o acesso vascular periférico do doente. Este foi submetido
a farmaco hipnético, tendo sido administrado propofol (2mg/kg) para realiza¢do da intubagdo
endotraqueal. O doente foi ligado a isoflurano com concentracdo alveolar média de um. Durante
0 procedimento realizou-se fluidoterapia na taxa de manutencé&o.

Em seguida, a tricotomia foi realizada na regido cervical dorsal e feita a assepsia da pele
da zona em questdo. A zona anatdmica para a administracdo foi a protuberéncia occipital
externa e a apofise espinhosa do eixo (C2) (Figura 5). No meio foi inserida agulha descartavel

de calibre 22 polegadas com estilete, perto da borda cranial das asas do atlas. A agulha penetrou
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no espaco subaracnoideu e o estilete foi removido. Cerca de 1 ml de LE foi extraido pela agulha
para um tubo estéril e, nesse momento, foram administrados 0 mesmo volume de CE (Figura
6).

Posteriormente, o doente é colocado na posicéo vertical durante dez minutos, com o

objetivo de as CE fluirem pela totalidade da medula espinhal.

Figura 5- Procedimento da administracdo Figura 6- Seringa com células
das células estaminais estaminais cedidas pelo Instituito de

Ciéncias, Tecnologias e Agroambiente
da Universidade do Porto (ICETA)

1.11-Monitorizacéo Clinica do Estudo

No GE na admissao do estudo (TO) , todos os doentes foram avaliados pela instrutora
de CCRP certificada pela Universidade do Tennessee, quanto ao seu estado neuroldgico e
classificados segundo a escala OFS (Tabela 9). Posteriormente, os doentes foram avaliados a
cada quinze dias. No término do primeiro més em PNRFI, foi realizada a aplicacdo de CE (T1)
e mantida a avaliacdo quinzenal. Os doentes em estudo obtiveram alta clinica um més apés a
administracdo de CE (T2), ou seja, ao fim de dois meses em PNRFI (T2).

No GC, ao fim de dois meses de PNRF, mas sem CE os doentes obtiveram a sua alta

clinica.
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Tabela 9- Escala de classificacdo de marcha OFS (adaptado de Olby,2001; Olby 2014)

E 0- Paraplégico e sem sensibilidade a dor profunda
= 1- Paraplégico com sensibilidade a dor profunda
E 2- Paraplégico com movimento voluntario da cauda

3- Protragdo minima sem carga do membro pélvico com movimento de uma
o~ articulacéo
% 4- Protracdo sem carga dos membros pélvicos com movimento de >1 articulacao
S em <50% do tempo
w 5- Protracdo sem carga dos membros pélvicos com envolvimento uma articulacéo

> 50% do tempo

B 6- Protracdo com suporte de peso do membro pélvico < 10% do tempo
= 7- Protracdo com suporte de peso do membro pélvico 10 a 50% do tempo
E 8- Protracdo com suporte de peso do membro pélvico > 50% do tempo

9- Protragdo com suporte de peso 100% do tempo com fraqueza dos membros

pélvicos. Erros 90% do tempo (como por exemplo:) cruzar e arrastar os membros

< 10- Protracdo com suporte de peso 100% do tempo com fraqueza dos membros
-.g pélvicos. Erros 50-90% do tempo
§ 11- Protragcdo com suporte de peso 100% do tempo com fraqueza dos membros
L pélvicos. Erros < 50% do tempo.

12- Marcha ataxica, sem fraqueza muscular, com erros > 50% do tempo (por
o exemplo, falta de coordenagdo com os membros torcicos, cruzar os membros
= pélvicos, bunny hoping)
g 13- Marcha ataxica de membros pélvicos, sem fraqueza muscular com erros < 50%
w do tempo

14- Marcha dos membros pélvicos normal

Os follow-ups foram realizados oito dias (1 FU), quinze dias (2 FU) e, posteriormente,
a cada més (3 FU, 4 FU, ..) ap6s a alta médica, como representado no diagrama de

monitorizagdes (Figura 7).

Células estaminais no GE
&°
o P NS
X @ o R P
& i L .OS'A\ 0s® <& N a & S
<& 0° o0 o™ w2 AP 0°
2 1250 & N ? L
12 més | o O A5
| ; | ]
| PNRFI (GE) + PNRF (GC) | — >
| | :
| | |

Figura 7- Diagrama de monitoriza¢des do grupo de estudo (GE) e controlo (GC). FU: Follow up, PNRFI:

Protocolo de neuroreabilitagéo funcional intensivo. PNRF: Protocolo de neuroreabilitagdo funcional.
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1.12 Recolha dos dados clinicos

A populacdo do presente estudo clinico foi categorizada segundo raca, sexo, idade, peso,
teste genético, escala OFS, tempo médio de vida, tempo de sobrevivéncia e ocorréncias clinicas.

Para simplificar os dados obtidos no estudo, na categoria qualitativa binominal raga, a
amostra populacional foi dividida em raca indefinida e raca definida.

Em relacdo a categoria qualitativa binominal sexo, a populacdo em estudo foi dividida
em macho (0) e fémea (1).

Na categoria da idade, categoria quantitativa continua, a amostra populacional foi
dividida em doentes com <9 anos (0) e doentes com > 9 anos (1).

Relativamente, a categoria peso, categoria quantitativa continua, a populacéo do estudo
foi dividida em grupo com peso < 30 Kg (0) e grupo com peso > 30 kg (1).

Na categoria do teste genético , sendo considerado qualitativa binominal, a populacédo
de estudo foi dividida em homozigoéticos (0) para a mutacdo SOD1 e heterozigo6ticos (1) para a
mutagdo SOD1.

Para a categoria ordinal da escala OFS, os doentes foram classificados como nao
ambulatorios (0), quase ambulatdrios (1) e ambulatérios (2), sendo considerado:

e nao ambulatério com OFS <4(9)
e quase ambulatdrios com OFS 4(10) até 4(11)
e ambulatorios com OFS > 4(11).

Na categoria de ndo ambulatorios OFS <4(9) estdo envolvidos o n=18 de cées, que
foram selecionados e incluidos no estudo em TO com [OFS 3(6)-3(8)].

Quanto a categoria do tempo médio de vida (meses), categoria quantitativa continua, foi
avaliado no GE e no GC, mas também no subgrupo de heterozigoticos e homozigéticos de
ambos 0s grupos.

Para a categoria do tempo de sobrevivéncia dos doentes (anos), categoria quantitativa
continua, os doentes foram classificados em:

e Tempo de sobrevivéncia < 1 ano (0)
e Tempo de sobrevivéncia 1- 2 anos (1)
e Tempo de sobrevivéncia > 2 anos (2)

Na categoria qualitativa binominal de ocorréncias clinicas dividiu-se a populacdo em

osteoartrite na articulagdo na coxofemoral ausente (0) e osteoartrite na articulacdo coxofemoral

presente (1).
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No estudo, o doente para ser considerado “ambulatério” tem de realizar dez ou mais
passos sem cair e apresentar capacidade autdnoma para se levantar, ou seja, classificacdo OFS
> 4 (11). Um cao “quase ambulatorio” apresenta escala OFS de [4(10)- 4(11)], possuindo
capacidade autdnoma de locomocéo, em que realiza mais que trés passos e menos de dez passos,
embora a postura dos membros pélvicos tenha tendéncia para flexdo.

Na subdivisdo da categoria ordinal de “ndo ambulatdrios” encontram-Se 0S Cdes com
capacidade inferior a trés passos e sem capacidade voluntéria e autbnoma de se levantarem,

classificando-os com escala OFS <4(9).

1. 13 - Analise Estatistica

A base de dados relativa ao presente estudo foi realizada com o auxilio do programa
informético Microsoft Office Excel 2013 ® (Microsoft, EUA) e o programa de analise
estatistica Statistical Package for the Social Sciences ® (SPSS), verséo 22.0 (IBM, EUA).

A andlise estatistica realizada foi composta por componente de estatistica descritiva
para categorizacdo da amostra, através da analise de frequéncias das variaveis em estudo. Como
variaveis quantitativas continuas foram analisadas a “Idade”, o “Peso” ¢ “Tempo Médio de
Vida” e “ Tempo de sobrevivéncia” e como variavel qualitativa ordinal a “escala OFS” nos
varios momentos de avaliacdo anteriormente descritos. As variaveis qualitativas binominais
analisadas foram “Raca”, “Sexo” ¢ “Teste Genético”.

Relativamente a anélise estatistica inferencial foi realizado o teste de Shapiro-Wilk
(n<50), para verificar a normalidade da amostra, considerando um p>0,05 como indicativo de
aceitacdo da normalidade da mesma. Foram ainda realizados testes de Qui-Quadrado para
cruzamento das variaveis categoricas, considerando valores de p<0,05 como significativos para
averiguar analogias relevantes.

A andlise estatistica realizada pretendia essencialmente determinar se existem
diferencgas significativas entre a evolucdo dos doentes do GE comparativamente com o GC e
ainda averiguar se o gendtipo influenciou os resultados obtidos na escala OFS, apds 0s

protocolos.

Capitulo 1V- Resultados
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O presente estudo clinico contemplou 18 cdes (n=18) cuja raca foi considerada
indeterminada constituindo 11,1% (2/18) da amostra populacional, enquanto, os cées de raca
definida constituiram 88, 9% (16/18). A raga com mais prevaléncia foi o Pastor Alemao com
55,6% (10/18), seguido do Collie e de raca indeterminada com 11,1% (2/18) e, por fim, o
Malamute do Alasca, Serra da Estrela, Setter Irlandés e Weimaraner com 5,6% cada (1/18),
respetivamente. Relativamente ao sexo, o estudo foi constituido por 66,7% (12/18) machos e
33,3% (6/18) fémeas.

A média das idades em estudo foi de 10,44 (mediana 10 anos; moda 10; desvio padrao
1,688; variancia 2,850), com idade minima de 7 anos e maxima de 13 anos. Na populac¢éo em
estudo verificou-se que 72,2% (13/18) dos doentes tém idade superior a 9 anos.

O peso médio dos doentes em estudo foi de 31,56Kg (mediana 32,5Kg; moda 26; desvio
padrdo 7,254; variancia 52,614), com peso minimo de 16Kg e maximo de 45Kg.

As frequéncias da idade e peso foram avaliadas para amostra global em estudo, assim
como, para o GE e GC individualmente e os resultados encontram-se sumarizados nas tabelas

10, 11 e 12, respetivamente.

Tabela 10- Analise da distribuicdo quanto a idade e peso da amostra populacional global. DP: Desvio Padréo,

SEM: std error of mean

Global (n=18)
Média Mediana Moda DP SEM Variancia
Idade 10,44 10 10 1,69 0,40 2,85
Peso 31,56 32,5 26 7,25 1,71 52,61

Tabela 11- Andlise da Distribui¢do quanto & idade e peso do grupo de estudo. DP: Desvio Padrdo; SEM: std

error of mean
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Grupo de estudo (n=11)
Média Mediana Moda DP SEM Variancia
Idade 10,64 11 9 1,86 0,56 3,46
Peso 29,36 27 26 8,2 2,47 67,26
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Tabela 12- Anélise da Distribui¢do quanto a idade e peso do grupo de controlo. DP: Desvio Padrdo. SEM: std

error of mean

Grupo de controlo (n=7)

Média Mediana Moda DP SEM Variancia
Idade 10,14 10 10 1,46 0,55 2,14
Peso 35 34 34 3,79 1,43 14,33

Na populacdo de n=18, a distribuicdo do peso e da idade apresentou-se como normal,
sendo possivel, visualizar nos histogramas representados nos graficos 2 e 3. A distribuigdo
normal é comprovada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk paran <50 com p=0,993 para

0 peso e p=0,414 para a idade.

Distribuigdo da amotra relativamente ao Peso (Kg)

| /)

— Normal

Média = 31,56

Desvio Padrédo = 7,254
Variancia = 52,614
n=18

3

Frequéncia

0 T T T T
20 30 40 50

Peso

Gréfico 2- Histograma relativo & distribuicdo da amostra populacional

relativamente ao peso (kg)
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Distribuigéo da amostra relativamente a Idade (anos)
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Grafico 3- Histograma relativo & distribuicdo da amostra

populacional relativamente a idade (anos)

Em relacgdo ao teste genético com base na mutagdo SOD1 foram incluidos 55,6% (10/18)
doentes com gendtipo heterozigotico e 44,4% (8/18) doentes com genotipo homozigotico.
Verificou-se que das fémeas 88, 3% (5/6) possuiam genotipo homozigdtico, enquanto, 0s
machos 75% (9/12) possuiam gendtipo heterozigotico, representado por X2 (1, n=18) = 0,019.

Relativamente aos resultados do teste genético do GE, verificou-se que 54,5% (6/11)
dos doentes possuiam genotipo heterozig6tico para o gene SOD1 e 45,5% (5/11) homozig6tico
para 0 mesmo. Quanto ao GC 57,1% (4/7) apresentou o gendtipo heterozigotico e 42,9% (3/7)
genotipo homozigoético.

Tendo em conta a escala aplicada no estudo (OFS), foi possivel verificar quanto ao GE
(n=11) na Tabela 13 e no Gréfico 4 o seguinte:
e Em TO todos os doentes encontravam-se na categoria de ndo ambulatérios com escala

OFS <4(9);

e EmT14 doentes na categoria de ndo ambulatérios; 1 na categoria de quase ambulatério

e 6 ambulatorios;

e Em T2 apenas 2 doentes na categoria de ndo ambulatérios e 9 na categoria de
ambulatorios;

e Relativamente aos follow ups verificou-se em 1FU, 2 doentes na categoria de néo
ambulatorios, 6 na categoria de quase ambulatérios e 3 na categoria de ambulatérios;

e Considerando o ultimo follow up de cada doente constatou-se 6 doentes na categoria
de ndo ambulatérios, 1 na categoria de quase ambulatério e 4 na categoria ambulatorio.

60

Universidade Luséfona — Centro Universitério de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria



Jéssica Correia | Abordagem a mielopatia degenerativa com a utilizagéo de células estaminais

Tabela 13- Evolucéo dos doentes no grupo de estudo segundo a OFS, ao longo dos momentos temporais (TO,T1,
T2, 1FU, UFU)

TO T1 T2 1FU UFU
6 doentes 9 doentes 3 doentes 4 doentes
AMBULATORIO
OFS 4(12) n=3 _ _ OFS5(13) n=3
OFS > 4(11) R OFS5(12) n=4 | OFS5(12) n=3 i
OFS 5(12) n=3 OFS5(13)n1=3 OFS 5(14 )n=1
OFS 5(14)n=2
QUASE 1 doente 6 doentes 1 doente
AMBULATORIO ~ ~
OFS 4(10) - 4(11) OFS 4(10) n=1 OFS 4(10) n=1 OFS 4(11) n=1

OFS 4(11) n=5

11 doentes 4 doentes 2 doentes 2 doentes 6 doentes
NAO
. OFS3(6)n=4 | OFS3(6) n=1 OFS 3(6) n=1 _ OFS 2(5) n=2
A | OFs3@)n=7 | OFs3(s)n=3 orss@n=t | OFOM2 | ors 3 n=1
=409 OFS 3(8) n=1
OFS 4(9) n=2
Evoluc¢io do grupo de estudo quanto a
escala OFS Escala OFS < 4(9)
o (Ndo ambulatério)

Escala OFS 4(10) -
8 4(11)
(Quase ambulatério)

Escala OFS> 4(11)
(Ambulatério)

\ J\ J\ J \ J\ J
1 1 1 I I

T0 T p) 1FU UFU

Gréfico 4- Evolucdo do Grupo de Estudo quanto a sua escala de classificagdo OFS

A Tabela 13 e o Gréfico 4, como ja referido anteriormente, demonstram a evolugéo da
totalidade dos doentes ao longo do tempo, mas ndo se concentra nos detalhes de como cada
doente progride e ultrapassa, segundo a OFS, para categorias diferentes. Portanto foi elaborado
a Figura 10, de modo a observar a progressao longitudinal dos doentes.
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GRUPO T0 T T2 1FU UFU
ESTUDO

Ambulatério 0 (6 9 3 4

3 Qs 1
; ,
Quase ] [

Ambulatério 11 0 6 i

1 \

h J a
& N
4 2 2 6

Ndo

Ambulatério 1%

Figura 10- Evolucdo dos doentes do Grupo de Estudo ao longo dos momentos temporais

No estudo observou-se um doente homozigotico em TO com escala OFS 3(8) que
progrediu para 4(10) em T1, mas regrediu para o grau de OFS inicial, tendo sido mantido grau
neuroldgico similar de OFS 3(7) até a respetiva eutanasia.

Um doente heterozig6tico manteve-se durante o estudo até a sua eutanasia em OFS 3(6)-
OFS 3 (7), embora no ultimo follow up a deterioracédo foi evidente com grau de OFS 2(5).

Relativamente, a progressdo dos doentes do GC, apenas se avaliou segundo categorias
da ambulacédo e sem a utilizacdo da ferramenta de classificacdo OFS, como se pode observar
no Grafico 5 :

e Em TO todos os doentes encontravam-se na categoria de ndo ambulatério (n=7);

e EmT1, 3 doentes na categoria de ndo ambulatdrios, 2 em quase ambulatorios e 2 em
ambulatorios;

e Em T2, 5 doentes em ndo ambulatérios e 2 em quase ambulatorios, verificando-se a
mesma distribuicdo em 1FU,;

e UFU, (n=7) encontravam-se ndo ambulatorios.
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Evolug¢ao do grupo de controlo quanto a

ambulacao
Escala OFS <4(9)
. (Ndo ambulatério)
7
. Escala OFS 4(10) - 4
5 (11)
4 (Quase ambulatdrio)

Escala OFS >4 (11)
(Ambulatdrio)

|l_'_h v Jl'll'll'l
TO T1 T2 1FU UFU

Gréfico 5- Evolugdo do Grupo de Controlo quanto & ambulagéo

De modo, a avaliar a progressdo dos doentes do GC ao longo do plano longitudinal do

estudo, elaborou-se a Figura 11, podendo concluir que no momento temporal UFU os 7 doentes

encontravam-se na categoria de ndo ambulatério.

GRUPO T0 T T2 1FU | UFU
CONTROLO ‘
Ambulatério 0 2 0 0 0
Quase 2
Ambulatério 0 2 . - ¢
Nio g
Ambulatério 7 3 2 9 !

Figura 11- Evolucdo dos doentes do Grupo de Controlo ao longo dos momentos temporais.

Na comparagdo da média da ambula¢do do GE com o GC constatou-se que no GE a

evolucdo foi positiva até T2 com reta decrescente até ao Gltimo follow up, e no GC reta

ascendente até T1 seguida de declinio extremo, obtendo graus neuroldgicos muito inferiores.
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No Gréafico 6 podemos ainda observar que os valores médios da ambulacdo foram

superiores no GE de forma constante, ou seja, de TO a UFU.

Evolugdo média dos doentes do grupo de estudo e do grupo de controlo
guanto a ambulagdo ao longo do tempo

Ambulatério

(2) Q\
i

Quase
Ambulatdrio

(1)

Nao
Ambulatério

(0)

T0 T1 T2 1FU UFU

Grupo de estudo Grupo de controlo
Gréfico 6- Evolugdo média dos doentes do grupo de estudo e grupo de controlo quanto & sua ambulacéo ao

longo do tempo.

Apo6s a administracdo de celulas em T2, os doentes do GE obtiveram ambulagdo
contrastando com nenhum doente no GC, obtendo desta forma significancia de X? (2, n=18)=
0,002.

Quando avaliados os resultados obtidos em T2 em n=18, comparativamente com 0s
resultados obtidos em T1, verificou-se significancia de X? (4, n=18)=0,02 ,uma vez que, no GE,
de quatro cées ndo ambulatorios, trés passaram para o estado de ambulacéo.

Quanto ao GE, os trés doentes ndo ambulatorios evoluiram para ambulatérios, obtendo
relacdo de significancia fraca com X2 (2, n=11)=0,051 , embora no GC devido a deterioragdo
neurolégica com significancia de X? (2, n=7)= 0,03 como se pode observar pela reta amarela
no Grafico 5.

No GE, na passagem de T2 para 0 1FU dos 9 doentes ambulatorios 3 progrediram
positivamente e 6 regrediram o seu estado neuroldgico, para quase ambulatério. Em relacéo ao
UFU todos os cdes homozig6ticos encontravam-se ndo ambulatérios, enquanto, os caes
heterozigo6ticos (n=6) obtiveram diversificacdo segundo a evolugdo, pois 4 permaneceram
ambulatorios, um gquase ambulatério e, apenas, um ndo ambulatorio. Apresentando deste modo
significancia de X? (2, n=11)=0,022.
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Quanto ao tempo médio de vida, verificou-se no GE média de 13,02 meses e no GC
média de 3,71 meses, desde TO. Quanto ao genotipo verificou-se que o tempo médio de vida
para os cdes heterozigdtico ou homozigético do GE e GC foi de 15,33 e 4,5 meses,
respetivamente.

Comparativamente, 0s cdes homozigéticos do GE e do GC apresentaram em média
10,25 e 2,66 meses, respetivamente (Tabela 8). Na Tabela 14 € possivel verificar ainda os
minimos, maximos, desvio padréo e variancia para cada grupo, assim como a classifica¢do ao

teste genético.

Tabela 14- Estatistica descritiva do tempo médio de vida (meses) relativamente aoc Grupo de Controlo e ao

Grupo de Estudo.

Tempo médio de Grupo Estudo Grupo Controlo
vida (meses) Heterozigoticos | Homozigéticos Heterozigo6ticos I Homozigéticos
Minimo 2,26 249
3 2,26* 3 2,49
. 29 6
Maximo 29 I 18 6 l. 3
o 13,02 3,71
Media 15,33 | 10,25 45 2,66
. ~ 9,12 1,58
Desvio Padrao 10,67 | 6,94 173 0,29
Variancia 83,23 25
113,87 | 48, 15 3 0,09

*Doente 11= eutanasiado por ocorréncias clinicas ap6s o 1FU

Na comparacao entre 0s grupos, quanto a categoria tempo de sobrevivéncia podemos
observar diferenca entre GE e GC, tendo sido presente fraca significancia de X2 (2,
n=18)=0,057. Para uma melhor interpretacdo, os resultados de ambos 0s grupos estéo

representados na Tabela 15.

Tabela 15- Estatistica descritiva do tempo de sobrevivéncia (anos) relativamente a populacao total, grupo de

estudo e ao grupo de controlo

Tempo de
sobrevivéncia

Populacéo Total

Grupo Estudo

Grupo Controlo

<1ano 66,7% 45,5% 100%
1 a2 anos 27,8% 45 5% 0%
>2 anos 5,6% 9,1% 0%
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A categoria tempo de sobrevivéncia ndo demonstrou significancia, em relagéo ao sexo,
raca, idade, peso, teste genético e presenca de osteoartrite na articulagdo coxofemoral.

Relativamente as ocorréncias de osteoartrite na articulacdo coxofemoral observou-se
que esta estava presente em 55,6% (10/18) e ausente 44,4%(8/18) na populagéo total. Quanto
ao GE verificou-se auséncia em 54,5% (6/11) e presenca em 45,5% (5/11). No GC esteve
presente em 71,4% (5/7) dos doentes e ausente em 28,6% (2/7). Ndo foram detetadas
correlagdes significativas relacionadas com as ocorréncias mencionadas anteriormente, embora

clinicamente se tenham observado influéncias pontuais.

Capitulo V- Discussao

O estudo cohort retrospetivo controlado foi composto por 18 cées, respeitando as regras
da aleatorizacdo de um processo cego. O presente estudo clinico apresenta amostra
populacional com distribuicdo normal, quanto ao peso e a idade, assim sendo, em relacdo a
estas categorias quantitativas continuas foi comprovado a homogeneidade, pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk para n <50, tendo sido obtido p= 0,993 e p= 0,414,
respetivamente.

O estudo apresenta distribuicdo quanto ao sexo de maior prevaléncia para o género
masculino com 66,7% (12/18), discordando com Coates et al (2007), em que no universo total
de 21 cées apenas 5 foram machos e 16 foram fémeas. Em contraste, estes resultados divergem
da distribuicéo populacional do estudo de March et al (2009), do qual se verificou, que em um
total de 18 cdes, 14 eram fémeas e 4 foram machos. A discordancia entre os estudos é justificada
pela auséncia de predisposicao sexual, como referido por Coates & Wininger (2010) e Dewey
& Costa (2016).

A presenca de predominancia de raca definida é reportada por Coates & Wininger
(2010) na revisdo bibliogréfica, assim como no nosso estudo. Ainda é pertinente referir que o
Pastor Alemao obteve 55,6% (10/18) no nosso estudo, indo de encontro com outros artigos
sobre MD (Averill, 1973; Braund & Vandevelde, 1979; Johnston et al., 2000; Awano et al.,
2009; Holder et al., 2014).

Recentemente, um estudo realizado por Donner et al (2018), sobre a frequéncia e

distribuicdo de doencas de variancia genética em racas indeterminadas e definida afirma que a
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MD foi a doenca nimero um do ranking, obtendo-se para as racas indeterminadas 7,8% e para
as racas definidas 5,4% de prevaléncia.

Quanto a idade o estudo esta de acordo com a bibliografia, considerando que a idade

média do aparecimento dos sinais clinicos foi de 10 anos e 4 meses (Averill, 1973; Griffiths

and Duncan, 1975; Braund and Vandevelde, 1978; Bichsel et al.,1983; Matthews and de

Lahunta, 1985; Johnston et al., 2000; Coates & Wininger et al., 2010; Mataragka et al., 2021).

Na categoria quantitativa continua “peso” os valores variam de estudo para estudo, uma
vez que, este esta diretamente relacionado com as racas que compdem a amostra populacional.
Um dos exemplos desta variabilidade s&o os estudos realizados em Pembroke Welsh Corgi, em
que estes apresentam uma média de 11 kg, ficando muito a quem do peso apresentado pelos
animais do nosso estudo, tendo sido este de 31,56 kg (Coates et al., 2007; Ogawa et al., 2014).
Estudos em que a amostra populacional seja constituida por racas de médio e/ou grande porte
apresentam peso de >25 kg, como é referido por Polizopoulou et al ( 2008).

No presente estudo clinico a amostra populacional tanto do GE como do GC, tém a
presenca de doentes com gendtipo heterozigotico e homozigotico, sabendo ainda que, a
distribuicdo entre estes dois grupos foi similar com maior prevaléncia em ambos para o genétipo
heterozigotico.

Em cées saudaveis o gendtipo homozigotico para o gene SOD1 encontra-se presente em
34% (248/437) (Awano et al., 2009). Frequentemente, os cdes homozigdticos vao exibir sinais
clinicos (Boeykens et al., 2020), embora, ja tenha sido considerado que cdes homozigéticos
podem ndo demonstrar sintomatologia (Morgan et al., 2013; Adams et al., 2010).

O mecanismo patogénico por detrds do desenvolvimento desta doenca ainda ndo é
totalmente reconhecido, apesar de a MD ser comparada transversalmente com a ELA (Zeng et
al., 2014). Uma das hipoteses colocadas serd o mecanismo de efeito tdxico da mutacdo da
proteina SOD1 (Kobatake et al., 2016), o que pode explicar a apresentacéo sob forma lenta da
MD (Cappuccio et al., 2014).

Nos doentes homozigéticos sintomaticos € comum ocorrer alteracdes degenerativas
graves, nomeadamente, desmielinizacdo e perda axonal na substancia branca, possivel
justificacdo para o desfecho do GC. Em heterozigoticos, alteracfes degenerativas também estdo
presentes no funiculo da substancia branca da medula espinhal, no entanto, estes apresentam
alteracfes menos evidentes do que os homozigéticos (Kobatake et al., 2017), como verificado

no presente estudo.
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Dois estudos referem que cdes homozigéticos tém evolucdo clinica progressiva
negativa, sendo sugerido fisioterapia de modo a prolongar o tempo de vida (Kathmann et al.,
2006; Holder et al., 2014). O nosso estudo também corrobora esta hipdtese, sendo que os
doentes homozigoéticos tiveram evolucdo clinica negativa, em comparacdo com 0S
heterozigoticos, no entanto, melhor do que o referido na literatura (Kathmann et al., 2006;
Holder et al., 2014).

Os doentes do nosso estudo clinico possuem a doenca de forma lenta e demonstram
sinais clinicos (Zeng et al., 2014, Fizsdon et al., 2020), com apresentacdo em TO de
paraparésicos nao ambulatorios com escala OFS 3(6)-3(8) , tendo sido, todos sujeitos aos PNRF
e PNRFI, no GC e no GE, respetivamente.

No estudo em relacdo ao GC e o ultimo follow up ndo se obteve ambulacdo. No GE
ocorreu significancia de X? (2, n=11)=0,022, quando considerado o teste genético, pois nenhum
cdo homozigotico se apresentou ambulatdrio, justificado possivelmente pela forma autossomica
recessiva (Awano et al., 2009) indicativa de mecanismo tdéxico com possivel inducdo de
degenerescéncia neuronal (Rothstein, 2009). Em relacdo aos heterozigoticos, apenas um céao
foi considerado ndo ambulatério no UFU, possivelmente justificado pelo facto de surgirem cées
com sinais clinicos de MD, mas ndo homozigoticos (Adams et al., 2010)

Ao longo dos diferentes tempos de monitoriza¢do, comparando os dois grupos ( GE+
GC), observou-se que o GE apresenta uma evolucdo superior ao GC, sugerindo que 0s
protocolos multidisciplinares intensivos e regenerativos sdo os que obtém os melhores
resultados, confirmado pelo X? (2, n=18)= 0,002 , indicativo de forte significancia do resultado
entre grupos em T2.

No GE, sem a administracdo das células estaminais apenas com o PNRFI, ou seja, até
T1 (1 més) obteve-se aambulacdo para seis doentes indicando 50% a mais de evolucéo positiva,
sugerindo a reorganizacdo neural, a melhoria da massa muscular e da marcha através do treino
locomotor no TRT e TRA (Hicks, 2020; Martinez et al., 2013; Rossignol et al., 2015) associado
a FES ( Noojien et al., 2009; Van Hedel et al., 2010) respeitando a janela terapéutica de 40
minutos.

No entanto, ainda no GE a grande evolucao foi de T1 para T2, passando nove caes para
ambulatorios na alta médica. Justificando deste modo, a agdo da reabilitacdo intensiva e a
aplicacdo de programas regenerativos, ou seja, a associacdo entre dos PNRFI e a administracédo
das CE, sendo estas possivelmente importantes na proliferacdo tecidular regenerativa ( Kolios
& Yuben, 2013; Mochhi et al., 2020; Edgar et al., 2020).
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Tanto 0 GE como o GC apresentaram progressao positiva ascendente de TO a T1, ap6s
este momento temporal, todos os cdes do GC pioraram o seu grau neuroldgico, ao contrario, da
grande maioria de cdes em GE. No GE apenas dois cdes no UFU pioraram o quadro neuroldgico
ficando ndo ambulatorios, indicando a progressdo lenta e progressiva desta doenca (Coates et
al., 2007).

A linha média de valores de OFS ao longo do estudo, nos tempos de monitorizagdes,
assim como, no 1FU e UFU, quanto ao GE apresenta-se com valores superiores do que se
observou para 0 GC, como € exposto no Grafico 5, indicando a possibilidade de regeneracéo
neural através da associacdo dos PNRFI e CE.

Em relacéo ao tempo médio de vida no GE foi obtida uma média de 13 meses, ou seja,
396 dias, contrastando com uma média de sobrevivéncia de 255 dias dos cdes que recebiam
apenas fisioterapia intensiva (Kathmann et al., 2006). Assim sendo, em dois meses de PNRFI
+ CE obteve-se, aproximadamente, mais 50% de tempo médio de vida para os cdes com MD.
Na comparacéo do tempo médio de vida do GE com o GC, a diferenca foi de cerca de 10 meses
e comparando os resultados do GC com o grupo de estudo de Kathmann obteve-se piores
resultados, no entanto, os critérios de inclusdo foram diferentes. No estudo de Kathmann, os
doentes entraram paraparésicos /ataxicos, e no presente estudo o estado neurolégico dos doentes
foi de apresentacdo grave [OFS 3(6)-3(8)].

No presente estudo foi comparado o genoétipo e o tempo medio de vida, obtendo-se uma
grande diferenca entre heterozigo6ticos e homozigéticos de ambos o0s grupos . Podemos observar
na Tabela 8, o tempo médio de vida maximo para o GE que foi de 29 meses e quanto para o
GC de 6 meses, no entanto, o tempo minimo foi de 2,26 para o GE e de 2,49 para 0 GC .Esta
altima interligacdo deveu-se a saida do estudo de um doente que foi eutanasiado apés o 1FU.

Quanto ao tempo de sobrevivéncia observou-se 100% dos cdes do GC ficaram na
categoria de < 1 ano enquanto , 55% dos cées do GE sobreviveram > 1 ano estando 45,5% na
categoria 1 a 2 anos, sugerindo que o tempo de sobrevivéncia foi superior com o0s protocolos
PNRFI + CE, possivel justificacdo para a fraca significancia representada por X? (2, n=18)=
0,057.

O estudo apresentou como limitagbes o0 n reduzido da amostra, embora 0s grupos
tenham sido homogéneos quanto & idade, peso e teste genético. A avaliagdo da progressao
neuroldgica foi efetuada com a variavel de resposta OFS, podendo ter sido associado estudos
cinematicos e cinéticos da marcha ao longo dos momentos temporais, de modo a obter avaliacao

menos empirica. Outra limitacdo foi ndo apresentar nenhum estudo histopatoldgico post-
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mortem, de forma a comprovar a presenca de MD. Por fim, serdo necessarios estudos com

follow up mais prolongados, mas devido a idades destes doentes sera sempre um condicionante.

Capitulo VI- Concluséo

Apos a realizacdo deste estudo em cdes com MD de apresentacdo ndo ambulatérios
graves foi evidenciado o trabalho dos protocolos de reabilitacdo intensivos associados a
medicina regenerativa, concluindo-se significancia de X? (2, n=11)=0,022 no Gltimo follow up
entre grupos, indicando uma evolugdo neuroldgica positiva para o grupo de estudo que obteve
um tempo médio de vida de 396 dias, podendo atingir um valor maximo de 883 dias, ou seja,
mais prolongado em qualidade de vida.

Ao avaliar o progresso de cada doente, demonstrou-se que a evolugédo clinica também
depende do resultado do teste genético, sendo que, os animais homozigoticos tém um pior
prognostico que os heterozigoticos.

Atualmente, a MD ndo apresenta tratamento definitivo e devido & limitagdo da
dimensdo da amostra populacional, mais estudos sobre os efeitos da reabilitacdo e o papel
regenerativo das células estaminais deverdo ser realizados e potenciados no futuro, permitindo

uma melhor qualidade e tempo de vida a estes doentes.
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Apéndices

Anexo 1- Doengas espinhais comuns com base no acronimo VITAMIN-D (adaptado de Costa & Moore, 2010)

Mecanismo

Doenca

Vascular

Inflamatoria/Infeciosa

Trauma

Toxica

Anodmala

Metabolica

Nutricional

Neoplésica

Degenerativa

Mielopatia por embolia cartilaginosa

Hemorragia epidural
Hemorragia da medula espinhal

Discoespondilite (bacteriana ou flingica)

Meningite (meningite-artrite responsiva a anti-

inflamatérios ndo esteroides ou meningite

bacteriana)

Meningomielite infeciosa (bactérias, fungos,

rickettsial, viral) ou ndo infeciosa

Empiema espinhal

Osteomielite vertebral

Traumatismo espinhal (fraturas ou luxacdes)
Extrus&o de disco traumatica

Subluxacdo atlantoaxial traumatica
Nenhuma

Instabilidade atlantoaxial

Malformacéo de Chiari e siringomielia
Hemivértebra

Quistos Aracnoides

Exostoses cartilaginosas multiplas

Espinha bifida

Nenhuma

Fraturas patoldgicas devido a doenca Ossea
metabolica

Tumores espinhais primarios ou metéstases
Hérnia de disco intervertebral

Mielopatia degenerativa

Estenose degenerativa lombossagrada
Osteoartrite das facetas articulares

Quistos sinoviais extradurais
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De desenvolvimento Espondilomielopatia cervical

Anexo 2- Termo de consentimento para entrada no estudo de Mielopatia Degenerativa

al

veterinario da arrdbida

Estudo de Neuro-Reabilitacdo Funcional e Medicina
Regenerativa para Mielopatia Degenerativa em Céaes

Apds o diagndstico de conclusdo, da doenga de mielopatia degenerativa e
sua confirmagdo com teste genético, em laboratdrio credenciado:

O tutor , do cdo/cadela de
nome e
microchip , toma conhecimento e

concorda com os seguintes pontos:

I Um més de neuro-reabilitagdo funcional intensiva (treino locomotor,
associado a electroestimulagdo do sistema nervoso central e periférico);

I Aplicagdo de células estaminais na Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV),
sobre a orientagdo do Prof. Dr. Antdnio Ferreira (para este ponto sera
necessario assinar o termo de anestesia da Ordem dos Médicos Veterinarios);

I Um més de neuro-reabilitacdo intensiva (treino locomotor);

I Realizagdo em casa de estimulagdo da marcha, ou passadeira terrestre, de
acordo com o plano prescrito;

I Vir as consultas de follow-up, apds as guidelines de avaliagdo e monitorizagdo
da marcha, segundo a escala de avaliagdo da Prof. Dr. Natasha Olby;

I Este estudo ndo tem interferéncia no bem estar animal, apenas de referir
que as células estaminais sdo alogénicas, portanto, segundo a ciéncia sujeitas
a reagdo anafildtica, embora na literatura seja raro este acontecimento,
como na nossa pratica clinica.

Comprometo-me, ainda, ao pagamento prévio das células estaminais, de forma a
permitir a sua encomenda e preparagdo”.

Assinatura tutor:

Assinatura Médico Veterindrio Responsavel : C.P. e Vinheta:

*0 pagamento das células estaminais ap6s efetuado nao esta sujeito a possivel
reembolso ou devolugdo.
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