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RESUMO

A cinomose € caracterizada por sintomas respiratorios, gastrointestinais e neurologicos,
podendo gerar graves sequelas. O presente estudo avaliou o tratamento com
células-tronco mesenquimais em caes com sequelas pelo virus da cinomose afetando a
locomogéao (paresias). Foram avaliados nove cdes que apresentavam paraparesia ou
tetraparesia como sequela neurolégica da cinomose. Foi possivel concluir que todos os
pacientes apresentaram algum tipo de melhora no quadro clinico. Apenas 22,2% (n=2)
dos caes ndo demonstraram evolugdo em relacdo a locomogao, onde apresentaram
tetraparesia tanto na avaliagdo neurolégica inicial (M0O) quanto na avaliagao final (M3).
44,4% (n=4) dos caes apresentaram melhora total, sendo que 75% (n=3) destes
apresentaram tetraparesia em MO e postura normal em M3, e 25% (n=1) apresentou
paraparesia em MO e postura normal em M3. Os outros 33,3% (n=3) apresentaram
melhora parcial, sendo que 33,3% (n=1) destes apresentou tetraparesia em MO e
paraparesia em M3, e 66,7% (n=2) apresentaram paraparesia em MO e paresia de
apenas um membro em M3. O presente estudo demonstrou que durante o tratamento
todos os caes apresentaram alguma melhora do quadro neuroldgico, evidenciando o
potencial do uso de células-tronco mesenquimais no tratamento para sequelas
neuroldgicas da cinomose canina.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, cinomose, sequela neuroldgica, paresia.
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ABSTRACT

Distemper is characterised by respiratory, gastrointestinal and neurological signs that can
lead to severe sequels. In this study we evaluated the treatment with mesenchymal stem
cell in with locomotion sequels (paresis) due to infection by the canine distemper virus.
We evaluated nine dogs that presented paraparesis or tetraparesis as a neurological
sequel of distemper. We concluded that all patients presented some type of improvement
in the clinical conditions. Only 22,2% (n=2) of the dogs did not show locomotion
improvement, presenting tetraparesis in both the inicial neurological evaluation (M0) and
the final evaluation (M3). 44,4% (n=4) recovered completely, being that 75% (n=3)
presented tetraparesis at MO and normal stance at M3, and 25% (n=1) presentes
paraparesis at MO and normal stance at M3. The other 33,3% (n=3) showed partial
improvement, being that 33,3% (n=1) presented tetraparesis at MO and paraparesis at
M3, and 66,7% (n=2) presentes paraparesis at MO and paresis of only one limb at M3.
This study demonstrated that during the treatment all of the dogs presented some type of
improvement in the neurological evaluation, showing the potencial of the use of
mesenchymal stem cells in the treatment of neurological sequel of canine distemper.

Keywords: mesenquimal stem cells, distemper, neurological sequels, paresis.



1. INTRODUGAO
1.1 Cinomose

A cinomose é uma doenga causada pelo Virus da Cinomose Canina
(CDV, canine distender virus), que pertence ao género Morbilivirus e a familia
Paramyxoviridae. O CDV é caracterizado por apresentar RNA com fita helicoidal
de sentido negativo, e possuir envelope de lipoproteina. Essas caracteristicas
fazem com que o virus induza a fusdo celular e citdlise imunomediada das
células infectadas. Ao mesmo tempo, interfere na producéo de citocinas, o que
acarreta a imunossupressao do animal (GREENE, 2011; NELSON e COUTO,
2015; PRATAKPIRIYA et al, 2017).

A severidade da doenca € diferenciada pelas cepas do patégeno, pois
essas tem tropismo e potenciais distintos para provocar a doenga, podendo
causar desde desmielinizagcado até encefalomielite severas (GREENE, 2011). O
virus tem tropismo por tecidos linféide, nervoso e epitelial, sendo esses os
principais alvos da replicacéo viral. A excregao ocorre principalmente através de
exsudatos respiratério e conjuntival, além de fezes, urina e saliva, podendo ser
eliminados por até 90 dias apés a infecgdo (NELSON e COUTO, 2015).

Em paises tropicais, como o Brasil, a exposicdo do virus ao ambiente
pode torna-lo muito sensivel. Devido a caracteristica de ser protegido por uma
capsula lipoprotéica, ele é inativado pela luz ultravioleta e destruido por
temperaturas elevadas (acima de 50°C por aproximadamente 30 minutos). No
entanto, em regides frias o efeito é inverso, pois quando acondicionado em
temperaturas baixas o virus preserva a estabilidade, podendo manter-se assim a
temperatura de -65°C por até 7 semanas (GREENE, 2011; BORBA et al., 2002;
LUCIO et al., 2014; HEADLEY et al., 2012). A limpeza do ambiente com
desinfetante a base de aménia, éter ou cloroférmio € capaz de acabar com o
risco de infeccdo do CDV. A transmissao do virus se da através do contato direto

entre animais doentes e sadios, podendo ser a partir da interagdo com goticulas



infectantes nas secre¢des corporeas, fOmites ou em ambiente nosocomial
(MARTELLA et al., 2008; SILVA et al., 2009, FLORES, 2007).

1.2 Epidemiologia

Os caes domeésticos sao os principais reservatérios do virus, porém
guaxinins (Procyon lotor) e martas (Martes spp) desempenham o mesmo papel
no meio silvestre. O CDV tem distribuicdo mundial e pode infectar outros animais,
tais como panda-vermelho (Ailirudes), coiotes, furdo, suricatas, felideos,
elefantes, golfinhos e focas (GREENE, 2011; NELSON e COUTO, 2015;
FLORES, 2007; HEADLEY e GRACA et al., 2000; HEADLEY et al., 2012; DEEM
et al., 2000).

A manifestagao clinica da cinomose, geralmente, aparece entre o nono e o
décimo quarto dia pés infecgao viral, sendo que em animais imunossuprimidos a
replicagéo do virus acontece de forma muito intensa no aparelho geniturinario e
nos tratos respiratério e gastrointestinal, podendo levar o animal a 6bito nessa
fase. Ja animais que apresentam resposta imunoloégica moderada, a replicagao
acontece principalmente no tecido epitelial. Caes devidamente imunizados e que
apresentem resposta imune adequada para o virus da cinomose ndo costumam
apresentar a sintomatologia da doencga, e eliminam o virus até, em média, o 14°
dia apos a infecgao (NELSON E COUTO, 2015; DEEM et al., 2000). Por ser uma
doenga infecciosa grave, possui indice de mortalidade muito alto, de 50% a 90%,

ficando atras apenas do virus da raiva (Ettinger e Feldmano, 1995).
1.3 Aspectos Clinicos

Os sinais clinicos estao relacionados com a viruléncia da cepa infectante,
condigdes ambientais, resposta imunoldgica, progressdo da doenga, idade do
animal e local onde o virus se instala (GREENE, 2011; NELSON E COUTO,
2015, FLORES, 2007; HEADLEY et al., 2012;). Quando o CDV invade o corpo do
animal ele se espalha pelo organismo através de linfécitos e mondcitos,
causando um pico febril. O cado pode apresentar alteracbes no sistema
respiratério (pneumonia secundaria, secrecdo nasal), trato gastrointestinal

(vOmito, anorexia), lesdes cutdneas (hiperqueratose em coxins e nariz),



oftalmoldgicas (conjuntivite) e neuroldgicas (mioclonia, ataxia, paresia), podendo
acontecer concomitantemente, ou em etapas distintas (SILVA et al., 2009,
FLORES, 2007).

Pode-se classificar a cinomose canina em trés etapas progressivas, onde
cada fase é caracterizada de acordo com alteragdes histopaldgicas: aguda,
subaguda e crbnica. Estima-se que cerca de 50% dos caes infectados
apresentam a forma subaguda da doenca. A forma aguda também & comum, e
0s animais apresentam sinais como apatia, falta de apetite, febre e infeccédo do
trato respiratorio inferior. Outros sintomas que podem ser encontrados em ambas
as formas sao: ceratoconjuntivite seca e anosmia (perda ou diminuigéo do olfato)
(GREENE, 2011; HEADLEY e GRACA et al., 2000; NELSON E COUTO, 2015;
HEADLEY et al., 2012; SILVA et al., 2009).

A fase severa da doenca pode aparecer em animais de qualquer idade,
porém a maior prevaléncia é entre filhotes de trés a quatro meses de idade que
nao foram submetidos a imunizagcdo adequada, ou recém nascidos que nao
receberam anticorpos maternos suficientes. Esses, apresentam evolucio rapida
e fatal. O estado febril e aumento das tonsilas aparecem como resposta inicial a
infeccdo, porém muitas vezes ndo sao notada pelos tutores. Na maioria dos
casos, 0s primeiros sintomas aparentes sao: conjuntivite com secregao branda,
que pode variar de serosa a mucopurulenta, seguida de tosse seca, podendo
evoluir para umida e produtiva. A apatia e a anorexia podem vir acompanhadas
de vémito. (GREENE, 2011; NELSON e COUTO, 2015)

As manifestagdes neuroldgicas da cinomose geralmente ocorrem de uma
a trés semanas apos a recuperacao da forma sistémica da doenca. No entanto,
nao existem fatores que impegcam que os sinais aparegcam concomitantemente,
ou meses depois. A sintomatologia neurolégica varia de acordo com o local do
sistema nervoso central que foi afetado pelo CDV. A localizac&o da lesdo também
influencia no progndstico e na recuperacdo dessa fase da enfermidade. Dentre
as alteragdes mais comuns estdo: alteragcbes comportamentais, crises epiléticas,
perda da vis&o, sinais cerebelares (ataxia da cabega e tronco, hipermetria), sinais

vestibulares (desequilibrio, desvio de cabega, nistagmo), paraparesia ou



tetraparesia com ataxia sensorial, atrofia muscular, mioclonias (causada por
lesdo nos nucleos basais ou relacionada a hiperexcitabilidade dos neurénios
motores inferiores) e hiperestesia (SILVA et al., 2009; TIPOLD et al., 1992;
HEADLEY et al., 2012; BRITO et al.,, 2015). Um estudo recente avaliou vinte
cdes com sequelas neurolégicas consequentes da infeccao pelo CDV, e
concluiram que a mioclonia (80%) € o sinal clinico mais prevalente, seguido por
ataxia de cabeca e/ou pescogo (55%), paresia dos membros pélvicos (30%),
paralisia dos membros (15%) e rigidez de pescocgo (5%) (AGUIAR et al., 2017).

1.4 Sinais Clinicos Neurologicos

A invasao do virus no sistema nervoso central depende de trés fatores:
idade, estado imunolégico do hospedeiro e cepa do virus, e estdo associadas a
persisténcia da infecgcdo pelo CDV. Os sinais clinicos neurolégicos estarao
relacionados a desmielinizacdo multifocal progressiva (VANDEVELDE e
ZURBRIGGEN et al., 2005; SILVA et al., 2009). Um estudo antigo demonstrou
que anticorpos antivirais estimulavam a producéo de radicais livres de oxigénio
em cultura cerebral de céaes infectados experimentalmente em laboratério pelo
CDV (BURGE et al., 1989). Esses radicais livres interferem na producgéo e lisam
proteinas da bainha de mielina através da degradacéao de fosfolipideos no cortex
cerebral, podendo afetar toda a regido cortical. De acordo com BRITO et al.,
(2015), o virus da cinomose canina é capaz de induzir o desequilibrio da barreira
hematoencefalica, responsavel pela protecdo do SNC, facilitando assim, a
entrada do CDV por essa via. Esse disturbio favorece as microlesdes no tecido
nervoso, introduzindo células inflamatérias que auxiliam no processo de
desmielinizacdo de forma progressiva (GREENE, 2011; GRONE et al., 2000;
MANGIA e PAES, 2008; LEMPP et al., 2014; ABBOTT et al., 2010).

As células mononucleares sdo as responsaveis pela invasio do virus no
SNC, podendo utilizar a barreira hematoencefalica, liquido cefalorraquidiano
(LCR) e/ou epéndima dos ventriculos como via de entrada (FLORES, 2007). Ao

ser disseminado para o SNC através do sangue, o CDV invade as substancias



branca cerebelar e perivascular, trato 6ptico e medula espinhal (VANDEVELDE e
ZURBRIGGEN et al., 2005, HEADLEY et al., 2012). Ao entrar pelo parénquima
cerebral, ele se deposita no espaco perivascular, principalmente em células
epiteliais do plexo cordide do quarto ventriculo, podendo invadir o LCR
(GREENE, 2011; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN et al., 2005).

Em infeccdo experimental utilizando ferrets (Mustela putorius furo) nao
vacinados observou-se que além da via hematdégena, o nervo olfatorio também
pode servir como porta de entrada para o CDV infectar o sistema nervoso
central. No estudo, os autores acompanharam o trajeto do virus desde os
neurdnios localizados na mucosa olfatéria, passando por filamentos do nervo
olfatério através da placa cribiforme do etmoide, seguindo para dentro do
glomérulo olfatério, onde ocorre a sinapse no bulbo olfatério, e depois a
disseminagao para o SNC. Apesar da via ter sido descrita em ferretes, os autores
acreditam que nao seja diferente em caes devido a similaridade da doenca em
ambas as espécies (RUDD et al., 2006; PRATAKPIRIYA et al., 2017).

A destruicdo da bainha de mielina € uma lesdo frequente que afeta
animais de todas as idades, e pode acometer diversas regides do SNC (SILVA et
al., 2007), e esta ligada a excessiva replicacdo viral em células da glia
localizadas na substancia branca (SILVA et al., 2009, HEADLEY et al., 2012). A
desmielinizagao é caracterizadas por vacuolizacado e perda multifocal da mielina.
As lesbes podem ser classificadas em agudas, subagudas e crénicas. A forma
aguda esta ligada a imunossupressao inicial causada pelo virus, e pode ser
definida apenas como processo inflamatorio, com aparecimento de vacuolizagéo
da mielina com proliferacdo e hipertrofia de astrécitos, porém sem infiltracdo
mononuclear. Na fase subaguda ocorre a lise da bainha de mielina, e a
inflamacao pode ser classificada de leve a moderada. Na fase crbnica, além da
desmielinizacdo, a inflamagdo € acentuada e acompanhada de malacia
(PEREIRA et al., 2014; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN et al., 2005).

A encefalite aguda causada pelo CDV acomete principalmente animais
jovens e/ou imunossuprimidos, e é caracterizada pela replicagdo viral direta. E

possivel detectar antigeno de CDV e RNA mensageiro (mMRNA) nas lesdes.



Nesse estagio da doenga, o virus induz a apoptose de células linféides, afetando
principalmente linfécitos CD4+, responsaveis por auxiliar na ativacdo e
maturacao de células do sistema imune. O dano causado na substancia cinzenta
€ resultado da infeccido e necrose neural, que pode levar a polioencefalomalacia.
(GREENE, 2011; ROITT, 2013). A leucoencefalomielite com desmielinizacao
pode ser encontrada de forma aguda quando ocorre lise dos oligodendrécitos, ou
de forma crénica devido a inflamacao (ZACHARY, 2018).

A encefalite crbnica pelo CDV é caracterizada pela diminuicdo na
expressao de antigeno viral e do mRNA, e aumento na resposta inflamatoéria com
desmielinizagcdo, podendo levar a necrose tecidual. O virus pode ser encontrado
em células dendriticas foliculares, que se localizam no sistema linféide

(GREENE, 2011; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN et al., 2005).

A encefalite do céo idoso (Old Dog Encephalitis - ODE) € uma doenca
cronica, inflamatdria e progressiva relacionada a cinomose, que acomete animais
acima de seis anos de idade com fungdes imunoldgicas integras e que
apresentam o virus de forma persistente nos neurénios. E caracterizada por
lesionar a substancia cinzenta do hemisfério cerebral e o tronco cerebral. Devido
a degeneragao neural no cortex cerebral, os animais podem apresentar andar em
circulos, depressao, head pressing e alteragbes oculares (GREENE, 2011;

NELSON E COUTO, 2015)

A encefalite com corpusculo de inclusdo € a forma variante da encefalite
por CDV, podendo ocorrer apds a vacinagao ou em caes com inicio repentino da
manifestacdo neurolégica da cinomose. Necrose multifocal da substancia
cinzenta, inflamacao linfocitaria perivascular e inclusdo citoplasmatica e
intranuclear podem ser observados nesse caso (GREENE, 2011; HEADLEY et al,
2012)



1.5 Diagnostico

O diagnostico da cinomose é primeiramente baseado em achados clinicos
e exames soroldgicos. O histérico de um cao jovem que nao foi adequadamente
imunizado e apresentando sinais clinicos compativeis com a doenca pode se
tornar alicerce para o diagndstico presuntivo da infecgéo pelo CDV (GREENE,

2011).

Devido a diminuicdo da quantidade de células linféides, a linfopenia é
uma alteragao frequentemente encontrada, principalmente se o animal for jovem
e apresentar rapida progressao tanto da fase sistémica da doenca, quanto da
neurolégica . Na fase inicial da cinomose, é possivel encontrar corpusculos de
inclusdo (corpusculo de Lenz) intracitoplasmaticos e intranucleares em células
sanguineas, astrocitos, neurdnios e epitélio de transicdo da vesicula urinaria. Em
filhotes infectados durante a gestagao ou na fase neonatal, ndo é raro a presenca
de hipoglobulinemia em consequéncia a imunossupressao persistente causada
pelo virus (GREENE, 2011, FLORES, 2007).

Ao analisar o liquido cefalorraquidiano, pode-se detectar um aumento na
concentragcao de proteinas, como a albumina, e na contagem do anticorpo IgG
(pleocitose mononuclear). Essas caracteristicas ndo sdo patognoménicas para a
infeccdo pelo CDV, no entanto, confirmam o inflamagédo presente no sistema
nervoso central. E possivel que seja feito um diagndstico presuntivo baseado na
comparagao entre as titulagcbes dos anticorpos em amostras de LCR e de
sangue. Caso seja detectado o aumento na concentragdo da amostra do liquido
cefalorraquidiano, que nao esteja contaminada com sangue periférico, pode-se
afirmar que os anticorpos foram produzidos pelo sistema nervoso, sugerindo a
infeccéo pelo CDV no local (NELSON e COUTO, 2015).

Estima-se que as inclusdes virais permanecem no organismo apenas até o
nono dia pds infecgdo, podendo nao ser observados quando os sinais clinicos
comegam a se manifestar. Essa fato implica que os testes realizados apds esse

periodo podem apresentar resultados falso-negativo (NELSON e COUTO, 2015).



A bidpsia utilizando tecido epitelial (coxin) & confiavel para confirmar de
forma definitiva o diagndstico de cinomose, pois identifica a inclusdo e/ou
antigeno viral. Outro teste utilizado para a identificagdo do CDV no organismo € a
transcriptase reversa da reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), sendo essa
capaz de identificar o RNA do virus em amostras de sangue periférico, LCR ou
raspado conjuntival. As inclusbes virais podem ser melhor visualizadas em
esfregaco de papa de leucdcitos ou puncdo aspirativa da medula dssea
(NELSON e COUTO, 2015; FREIRE et al.; 2019).

Outro teste possivel de diagnéstico € o imunoensaio cromatografico, que
detecta de forma qualitativa o antigeno (Ag) do virus da cinomose canina. Ele é
considerado um teste rapido, onde a interpretagao do resultado pode ser feita em
até 10 minutos apos a deposicdo da amostra no cassete. Pode ser utilizado
como material a secregdo da mucosa conjuntiva, secregdo nasal, urina, saliva,
soro, LCR e plasma. O teste é capaz de detectar a proteina F que se encontra na
capsula lipoprotéica que envolve o virus (RANNO e LESEUX et al., 2018; CURTI
el al.,, 2012; ALERE CINOMOSE Ag TEST KIT, 2017). Porém, quando o teste
apresenta resultado negativo deve-se levar em consideragao a possibilidade de
um exame falso negativo, pois o animal pode nao estar na fase virémica onde é

possivel detectar o virus no organismo (CURTI et al., 2011).

1.6 Tratamento

O tratamento para cinomose, por se tratar de doenca viral, ndo possui
farmacos antivirais especifico (ETTINGER e FELDMANO, 2004). Este baseia-se
em terapia de suporte com o objetivo de evitar infecgbes secundarias e promover
melhor qualidade de vida ao paciente (GREENE, 2011; NELSON e COUTO,
2015; BRITO et al.,, 2015). No entanto, terapias com proteinas como os
interferons, podem apresentar uma melhor resisténcia contra o virus em células
nao infectadas (PEREIRA et al., 2014.). A ribavirina € um agente antiviral que,
quando testado ‘in vitro" , comprovou acédo contra DNA e RNA de alguns virus,
como por exemplo os herpesvirus, poxivirus e paramyxovirus. Quando

submetidos a testes “in vivo”, os paramyxovirus revelaram-se sensiveis a droga,



sendo o virus do sarampo o mais vulneravel ao medicamento. De acordo com
ELIA et al. (2008) concentragdes baixas de ribavirina (6,5 a 12,5 ug/ mL) “in vitro”
foram eficazes na prevencédo da replicagdo do virus da cinomose canina. Ja
MANGIA et al. (2008) afirmam que a dose de 30 mg/Kg, via oral, a cada 24h,
durante 15 dias, associada ao dimetil-sulféxido (DMSQO), parece auxiliar no
combate contra o virus da cinomose canina em pacientes que se encontravam
na fase neurologica da doenga, porém mais estudos sdo necessarios. O uso do
DMSO ¢é uma opiniao controverso entre os veterinarios por ser um medicamento
que apresenta efeitos colaterais como anemia, além de pode apresentar efeitos

teratogénicos (MANGIA et al., 2014; DMSO, bula, 2012).

A pneumonia/broncopneumonia € um achado comum em animais
infectados pelo virus da cinomose. No geral, essas infec¢coes se dao de forma
secundaria, onde a bactéria oportunista se estabelece no organismo. Animais
com tais sintomas devem ser tratados com antibidticos especificos para o
patdgeno envolvido, e expectorantes ou nebulizacdo (ETTINGER e FELDMANO,
2004; GREENE, 2011; NELSON e COUTO, 2015; PEREIRA et al., 2014;
DORNELLES et al., 2015; TORRES e RIBEIRO et al., 2012). Pacientes que
apresentem convulsdes devem fazer uso de anticonvulsivante, como o
Fenobarbital. Glicocorticoides em dosagem anti-inflamatéria e medicamentos
antioxidantes como mesilato de deferoxamina (dose de 25 a 50mg/kg IM ou IV) e
vitaminas A e E, também podem ser utilizados (PEREIRA et al., 2014; GREENE,
2011; DORNELLES et al., 2015; NEVES et al., 2010). Alguns tratamentos
alternativos a medicina convencional ja foram descritos. Estudos demonstram
que apos a fase aguda, a acupuntura obteve resultados satisfatorios relacionado
as sequelas da doenca (MATTHIESEN et al., 2004). De acordo com SILVA et al.,
(2009) o estimulo elétrico do cortex motor frontal, pedunculo cerebelar e
pirdmide, é capaz de diminuir ou até cessar a mioclonias. Porém sao necessarios

mais estudos sobre esse tratamento.

A terapia com células-tronco € uma abordagem que vem se mostrando

resultados positivos no tratamento de doencgas inflamatdrias e degenerativas



(BRITO et al., 2015; SANTOS et al., 2018; GUGJOO et al., 2019; BYDLOWSKI et
al., 2009; MARCONI et al., 2013; SPEES et al., 2016).

1.7 Células-tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo denominadas células
progenitoras adultas multipotentes. Elas sao células indiferenciadas que
apresentam potencial de auto-renovacgao, alta taxa de proliferacédo, e capacidade
de diferenciagdo em diversas células do organismo, atuando de forma direta na
regeneracao de tecidos mesenquimais como. As CTMs podem ser extraidas de
tecidos conectivos, como medula éssea e tecido adiposo. (BYDLOWSKI et al.,
2009; MAO et al., 2015; ZUK et al., 2002; BRITO et al., 2015; SANTOS et al.,
2018; GUGJOO et al., 2019). De acordo com MAO et al. (2015), as CTMs tem a
capacidade de migrar para o foco da lesdo e atuar em tecidos lesionados de
musculo, bagco e SNC, sendo que no ultimo sistema elas podem atuar por até

135 dias sem que ocorra modificagéo significativas na estrutura celular.

As CTMs possuem efeitos imunomodulatérios e anti-inflamatérios agindo
por meio de agao paracrina (secrecao de proteinas/peptideos e horménios) e
propriedades que inibem a ativacao de linfécitos T e células dendriticas. Devido a
essas caracteristicas, estdo sendo estudadas como tratamento para lesdes
inflamatdrias e degenerativas. O mecanismo de agao € dado através da atuacao
na reparagao tecidual por meio de modulagdo, ativagdo de células enddgenas
progenitoras e secrecao de diversos fatores anti-inflamatoérios, como citocinas e
fatores de crescimento (BYDLOWSKI et al., 2009; BRITO et al., 2015; MARCONI
et al., 2013; SPEES et al., 2016; GUGJOO et al.,, 2019). Estudos feitos em
camundongos revelaram que as CTMs promovem neuroprotegdo, retardando
significantemente a deteriorizacdo motora e mantendo o niumero de neurénios

motores por até 6 semanas (MAO et al., 2015).

Em caes, as células-tronco estdo sendo utilizadas como tratamento

terapéutico para diversas enfermidades. No caso de doencgas que afetam SNC,
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como a cinomose, as CTMs conseguem ultrapassar a barreira hematoencefalica
através do mecanismo de diapedese, por meio das células endoteliais. Outra
hipétese pela qual as células-tronco demonstram facilidade em alcangar o alvo
no SNC é a ruptura da barreira hematoencefalica que o virus da cinomose canina
promove, abrindo caminho para a passagem das CTMs (BRITO et al., 2015;
LEMPP et al., 2014; ABBOTT et al., 2010; GUGJOO et al., 2019).

PINHEIRO et al. (2019) demonstraram em estudo a resposta de
células-tronco mesenquimais autdégenas em cées com cinomose que
desenvolveram leucoencefalite desmielinizante, resultando em déficit locomotor
como sequela. O experimento foi feito com quatro animais (c1, c2, c3 e c4) que
apresentavam, além de mioclonia, monoparesia (c1 e c2), deambulagéo
funcional (c3) e tetraparesia (c4). Os autores concluiram que o uso de CTMs foi
satisfatorio pois apdés um ano do estudo todos os pacientes apresentaram
diminuicdo na intensidade das mioclonias e eram capazes de se locomover de

forma independente.

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar uma proposta de protocolo de aplicagcéao
de células-tronco mesenquimais para o tratamento de cdes com paresia como
sequela neurolégica em consequéncia da infeccdo pelo virus da cinomose

canina.

3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado sob aprovacdo do Comissado de Etica no Uso Animal
- CEUA (protocolo numero 109/2017). As avaliagbes foram realizadas com o
consentimento dos tutores no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da
Universidade de Brasilia (Hvet - UnB), durante o periodo de outubro de 2017 a

junho de 2019. Os critérios de inclusdo foram caes sem especificagcdes de raca,

11



idade, ou sexo, diagnosticados com paresia como sequela neurolégica em
consequéncia da infecgao pelo virus da cinomose determinado por meio de
avaliagcdo clinica e exame neurolégico, perfil hematolégico completo e
confirmacgéo da infecgdo por sorologia liquérica ou sanguinea. Os animais que
nao possuiam sorologia foram submetidos ao teste rapido para detecgéo do virus
da cinomose canina, tendo como amostra o liquido cefalorraquidiano (LCR)
utilizando o teste rapido Alere Cinomose Ag Test Kit®.

O exame neuroldgico incluiu uma avaliagdo completa e posteriormente
determinagao da localizagcao e graduacao das alteracdes. Apds essas avaliagoes,
os caes foram classificados de acordo com a graduacao abaixo:

Grau |: Ataxia e ou tetra/paraparesia leve;
Grau lI: Ataxia e ou tetra/paraparesia moderada;
Grau lll: tetra ou paraplegia.

Em virtude da grande quantidade de cdes com sequelas crénicas,
apresentando histérico compativel com a doenga, mioclonias e paresia, porém
sem deteccgdo do virus em amostras de liquor ou sangue, o estudo foi separado
em dois grupos. O Grupo 1 com os cades que apresentaram diagnostico
soroldgico ou imunoensaio cromatografico positivo, e o Grupo 2 composto por
caes que apresentaram exame laboratorial negativo, porém foram diagnosticados
com cinomose de maneira presuntiva, onde levou-se em consideragao o historico
do paciente e o quadro clinico onde apresentado.

O protocolo de tratamento incluiu aplicagcdo endovenosa de células-tronco
mesenquimais alégenas retiradas de tecido adiposo, provenientes de banco de
células da empresa de Terapia Celular BIO CELL em um total de trés aplicacdes
de CTMs com intervalo de 21 dias entre elas, associado a fisioterapia com
objetivo de potencializar o tratamento. A quantidade estabelecida de células por
aplicacéo foi de 2x106 CTMs/Kg. As CTMs eram entregues em seringas estéreis
e adequadamente armazenadas em caixa de isopor para isolamento térmico.
Cada dose de CTMs era previamente homogeneizada, diluidas em 50 ml de

solucgéo cristaléide ringer com lactato, novamente homogeneizada e aplicada nos
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pacientes via intravenosa, através das veias cefalica ou safena. O procedimento
durava cerca de 40 minutos, e os animais ndo eram submetidos a sedacao.

Ao caes eram avaliados por meio de exame neurolégico completo e
documentagédo em video antes do inicio do tratamento (MO), a cada 21 dias antes
de cada nova aplicagédo (M1, M2 respectivamente) e apos 21 da ultima aplicagéo
(M3).

Isolamento, cultivo, congelamento e caracterizagdo de CTMs

As CTMs foram isoladas e cultivadas a partir de tecido adiposo de um cao
doador saudavel: Para a coleta do tecido adiposo, o doador foi anestesiado,
realizou-se uma incisdo na regido lombar e, aproximadamente, 20 a 25 gramas
de tecido adiposo foi retirado da base da cauda com auxilio de material cirurgico.
O tecido adiposo foi lavado em solugao salina para remover residuos celulares e
sanguineos, cortado em pequenos pedagos e, em seguida, exposto a
hialuronidase, para passar por digestdo enzimatica. Depois disso, as células
foram submetidas a um processo de filtracdo para iniciar uma separagao das
CTMs. Posteriormente, as células foram colocadas em frascos de cultura com
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), e foram incubadas a 37,5 ° C e
5% de CO2. Apds 24 h, o meio foi descartado com as células ndo aderentes, e
meio de cultura fresco foi adicionado as garrafas. O meio foi trocado uma vez a
cada 3 dias, até as células atingirem 80% de confluéncia, quando a tripsinizagéo
foi realizada para retirar as células das garrafas, contar na cAmara de neubauer e
envasa-las em palhetas (1 milhdo de células / palheta) para congelamento com
DMSO e SFB em nitrogénio liquido-(De Rosa et al., 2009; Cui & Pu, 2010). Cinco
palhetas (5 milhdes de células) foram descongeladas para caracterizagdo de
CTMs.

Os testes de caracterizacdo de CTMs foram realizados conforme
determinado pela Sociedade Internacional para Terapia Celular (Dominici et al.,
2006). Os marcadores de superficie positivos para as CTMs testadas foram
CD29-RD1 de rato anti-humano, CD44-FITC de rato anti- equino, caprina anti-

canina CD90 primaria e IgM de rato conjugado anti-caprino AF594 (secundario).

13



O marcador de superficie negativo foi CD34-FITC anti-humano de rato. A fungéo
das CTMs também foi analisada pela presenca de duas proteinas
citoplasmaticas especificas (marcadores intracelulares) para diferenciagéo
celular: SOX2 e OCT3 / 4. Esses marcadores foram avaliados pelo método de

imunofenotipagem no citdmetro de fluxo de Imagem Amnis®.

A capacidade das células se diferenciarem em osteoblastos, adipdcitos e
condrocitos também foi confirmada. As células foram avaliadas quanto a
contaminantes (bactérias, fungos, micoplasma), utilizando a reacdo em cadeia
com polimerase (Veriti Thermal Cycler - ThermoFischer Scientific). Além disso, a
viabilidade das células apds o descongelamento foi avaliada por citdmetro de
fluxo com o kit de anexina Alexa Fluor ™ 488 e iodeto de propidio (PI)

(ThermoFischer Scientific ™) no citdbmetro de fluxo de imagem Amnis®.

4. RESULTADOS

Para a realizacédo deste estudo foram tratados nove caes, sendo os sem
raca definida (n=8) os mais prevalente, e apenas um cao da raca boxer. As
idades variam entre 6 meses e 8 anos (média = 3,3 anos), sendo quatro caes
machos e cinco fémeas. Apds avaliagdo neurolégica antes do inicio do
tratamento (MO), os pacientes foram classificados de acordo com o grau da
lesdo, obtendo-se dois caes Grau |, dois caes Grau Il e cinco caes Grau lll, como
demonstrado na Tabela 1. Do total de caes, trés tiveram diagndstico positivo para
cinomose, e seis foram considerados casos cronicos. Durante a aplicacdo
endovenosa das células-tronco, nenhum paciente (n=0) apresentou reacao
alérgica e/ou de compatibilidade com o tratamento.

Do total de pacientes, apenas 1 (11,1%) apresentou histérico de estimulo
da musculatura atrofiada por meio de fisioterapia e acupuntura por
aproximadamente 30 dias, periodo prévio ao tratamento com as células-tronco.
No entanto, apesar do cuidado e conscientizagdo do tutor, o cdo nido havia
apresentado melhora em ambos quadro neurolégico e desenvolvimento

muscular. O total de 66,7% (n=6) foram resgatados das ruas sem histérico de
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vacinagao e apresentando algum tipo de sequelas da cinomose. Destes, 33,3%
(n=2) apresentavam paresia no momento do resgate, e 66,7% (n=4) comegaram
a manifestar os sintomas até trinta dias apos serem resgatados. O tratamento
com CTMs comecgou em média quatro meses apds esses animais apresentarem
paresia. Os outros trés caes que participaram do projeto (33,3%) foram adotados
e nao apresentavam sinais clinicos relacionados a cinomose no momento da
adogao. Destes, apenas 33,3% (n=1) apresentou histérico de vacinagéo, porém o
tutor alega que a qualidade da vacina era de origem duvidosa. Todos os animais
adotados receberam tratamento clinico no inicio da doenca, e o tratamento com

CTMs apds, em média, 3 meses do inicio da paresia.

TABELA 1 - Identificacdo dos pacientes e classificacdo de acordo com grau da lesao

neuroldgica avaliada em MO.

Paciente Idade Lesédo
Baronesa 8 meses SRD F Paraparesia MP |
Cléo 7 meses SRD F Paraparesia MP |
Pantera 1 ano SRD F Paraparesia MP Il
Tina 6 meses SRD F Tetraparesia Il
Tisso 7 anos Boxer M Tetraparesia ]l
André 6 anos SRD M Tetraparesia ]
Ringo 1 ano SRD M Paraparesia MP ]l
Spyke 5 anos SRD M Pa’apeaﬁsg' LU n
Vitéria 8 anos SRD F Tetraparesia ]

A Tabela 2 demonstra a evolugdo do quadro clinico de cada paciente.
Foram descritos sinais clinicos neurolégicos que fugiam do padrdao de
normalidade em MO, seguido pela evolugao nos retornos dos paciente ao hospital

em M1, M2 e M3.
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TABELA 2 - Evolucgao do quadro clinico dos caes.

Paciente Momento Postura/ @ Palpacdo Nervo Reacoes | Reflexos

da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
Reflex
Tetraparesi o] PPC e
- : . Flexores:
a nao . pupilar saltitar O _
Mo deambulat Atrofia MPs =0 nos 4 ,'\\/IA;SS ~ ?)
oria (midria  membros B
se)
PPC e
. Reflex saltitar: Flexores:
Paraparesi - o]
M1 a nos MPs Atrofia MPs ol MTs=2 MTs =2
PPl MPE=1e MPs=1
- MPD=0
Baronesa PPC:
MTs=2
':]g?:rl:;? Re;lex MPs=0. Flexores:
M2 com ataxia Normal pupilar Sh;lal_lliut_a;: ll\\/l/lgs iﬁ
em MPs =1 S= S=
MPE=1
MPD=0
PPC:
Postura MTs=2
normal MPs=0. Flexores:
M3 com leve Normal Normal Saltitar: MTs =2
ataxia em MTs=2 MPs =1
MPs MPE=1
MPD=0
Cléo
PPC e
TPE com . . Flexores:
MO ataxia em Atrofla Normal saltitar 0 MTs =0
MPs generalizada nos 4 MPs = 1
membros
PPC e .
M1 TPE Atrofia Normal saltitar O F'\I/?_i_(soieg.
generalizada nos 4 MPs _ y
membros -
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Paciente Momento Postura/ @ Palpacdo Nervo Reacoes | Reflexos
da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
PPC e Flexores:
Atrofia saltitar O MTD= 1
M2 TPF generalizada Normal nos 4 MTE=0
Cléo membros MPs=0
PPC:
MTE=0
MTD=1 .
_ MPE=1 Flexores:
M3 TPF Atrofiaem |\ oal MTD=0. MIE=0
MTs . MTD=1
Saltitar: MPs = 2
MTE=0 -
MTD=1
MPs=1
Flexores:
Sensbi PPCe  MIs=2
PPE nos lidade | saltitar = MPD=2
MO Normal MPE = 1
MTs nasal= MTs=2 Patelar:
1 MPs = 1 atelar:
MPE =1
MPD =2
Flexores:
MTs =2
Normal E;fit:r MPD = 2
M1 com ataxia Normal Normal MPE = 1
MTs =2 .
MPs MPs = 1 Patelar:
- MPE = 1
MPD =2
Pantera
PPC e Flexores:
saltitar MTs =2
M2 Normal Normal Normal MTs=2 MPD =2
MPE=2 MPE=1
MPD =0 Patelar: 2
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TABELA 2 - Evolucgao do quadro clinico dos caes.

Postura/ @ Palpacao | Nervo Reacées | Reflexos

Paciente | Momento

da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
PPC:
todos os
mer:ngros Flexores e
M3 Normal Normal Normal o i Patielgres
MTs =2 B
MPE =2
MPD =0
Tetraparesi
a nao sP;’f?’[aer Flexores:
MO deambulat Normal Normal MTs = 2 MTs=2
oria, pior MPs _ 0 MPs=0
em MPs. h
Tetraparesi
a nao spg’:ﬁaer Flexores:
M1 deambulat Normal Normal MTs = 2 MTs=2
oria, pior MPs _ 0 MPs=0
em MPs. -
. PPC 2 em
Tina Normal todos os  Flexores:
com membros. MTs=2
M2 a?;laici;arle;ran Normal Normal Saltitar: MPE=1
MPs MTs=2 MPD=2
MPs=1
PPC 2 em
NG todos os  Flexores:
com membros. MTs=2
M3 a?;i(i:e:eetran Normal Normal Saltitar- MPE=1
MPs MTs=2 MPD=2
MPs=1




TABELA 2 - Evolucgao do quadro clinico dos caes.

Paciente Momento Postura/ @ Palpacdo Nervo Reacoes | Reflexos
da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
TPE com Sensibi S';E%reo Flexores:
MO ataxia nos Atrofia lidade em todos 1 em
4 generalizada nasal oS todos os
membros =1 membros membros
Sensibi szlltaigre 0 Flexores:
Atrofia lidade 1 em
M1 TPF generalizada nasal = em ;c;dos todos os
0 membros membros
Tisso
Sensibi szrt)i?areo Flexores:
Atrofia lidade 1 em
M2 TPF generalizada nasal = em éc;dos todos os
0 membros membros
Sensibi sZIIfc)igr(aO Flexores:
M3 TPF em Atrofia lidade em todos 1 em
MPs. generalizada nasal = oS todos os
0 membros membros
André
PPC e
Atrofia Re:;Iex saltitar 0 Flexores:
MO TPE . ) em todos MTs=0
generalizada pupilar oS MPs=1
0 membros
PPC e
Atrofia Re:;lex saltitar 0 Flexores:
M1 TPE . \ em todos MTs=2
generalizada puqllar oS MPs=1
membros
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TABELA 2 - Evolucgao do quadro clinico dos caes.

Paciente Momento Postura/ @ Palpacdo Nervo Reacoes | Reflexos
da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
PPC
MTE,
, Reflex MPs=0 .
Andre Tetraparesi  Atrofia em o] MTD =2 Flexores:
M2 . . MTs=1
a cabeca pupilar  Saltitar MPs=1
1 MTE=1 a
MTD e
MPs=0
Reflex
N.ormal, . o PPC e Flexores:
M3 discreta Atrofia em  pupilar Sl = 2em
ataxia em cabeca =0 ~  todos os
MPs (midria membros
se)
Ringo
PPC
MID=1  Fexores:
MTE =2 MTE = 2
PPE nos Atrofia MPs =0 u
Mo MPs generalizada Normal Saltitar O I\z/IP'I;D_eO
em todos "
os Patelar: 1
membros.
PPC
MID=1" Fexores:
MTE =2 MTE = 2
PPE nos Atrofia MPs =0 u
M1 MPs generalizada e Saltitar O '\z/IP'I;D_eO
em todos -
oS Patelar: 1
membros.
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Paciente Momento Postura/ @ Palpacdo Nervo Reacoes | Reflexos
da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
PPC
MTD =1
MTE =2
MPD =0 Flexores:
PPE no Atrofia MTs MPE =1 MTD =0
M2 MPE ecabeca NoMal ‘gaititar  MTE = 1
; MTD=1 MPs=2
Ringo 0 nos
outros
membros
PPC
MTD =1
MTE =2
MPD =0 Flexores:
PPE no Atrofia MTs MPE =1 MTD =0
M3 MPE e cabeca NeEL Saltitar MTE =1
MTD=1 MPs=2
0 nos
outros
membros
PPC )
_PPE com Atrofia MTD = 0 Flexores:
Mo | Impotencia s Normal MTE=2 MIE=2
funcional MTD ¢4, MTD e
em MTD e MPE MPD =2 \ps = 1
MPE = 1
PPC .
_PPE com AT MTD = 0 Flexores:
M1 impotencia | o oca Normal MTE=2 MIE=2
funcional MTD 4, MTD =0
em MTD ShAlFE MPD =2 \ps = 1
MPE = 1
Spyke
PPC Flexores:
igigtggg?a Atrofia MTD=0 MTEe
M2 f : I cabeca, Normal MTE =2 MPD =2
:nqcmg MTD e MPE MPD=2 MTDe
MPE=0 MPE =1
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TABELA 2 - Evolucgao do quadro clinico dos caes.

Paciente Momento Postura/ @ Palpacdo Nervo Reacoes | Reflexos

da Marcha Muscular s Posturais Segment
Avaliacao Crania ares
nos
MTD com
i . PPC
impoténcia : ~ Flexores:
funcional, ~ ~wofia MID=0 MTE=2
M3 cabeca, Normal MTE =2 B
outros MTD MPD = 2 MTD =1
membros MPE _ ] MPs = 2
normais. B
Atrofia M
Tetraparesi generalizada MPs :1
a nao com com e
MO deambulat  desvio de Normal Saltitar 0 Normal
. em todos
Oria pescogo oS
para direita membros
PPC
Atrofia MTD =0
generalizada MTE e
com com MPs =2
M1 TPE desvio de Normal Saltitar 0 Normal
pescogo em todos
para direita 0s
membros
Vitdria
PPC
Atrofia MTD =0
generalizada MTE e
com com MPs =2
M2 TPE desvio de Normal Saltitar 0 Normal
pescogo em todos
para direita 0s
membros




TABELA 2 - Evolucgao do quadro clinico dos caes.

Paciente | Momento
da
Avaliacao

M3

Postura/ @ Palpacao | Nervo Reacées | Reflexos
Marcha Muscular s Posturais Segment
Crania ares
nos
PPC

TPE, se Atrofia I\ﬂ/-lr'IPE:eo

sustenta generalizada MPs =2
em pé com com com -

auxilio de desvio de e Sl\j_ll%ag NEHEL
cadeira de pescogo MPD = 0

rodas para direita MTE _ ;
MPE =2

Legenda Tabela 2 - MPs: membros pélvicos. MPE: membro pélvico esquerdo.
MPD: membro pélvico direito. MTs: membros toracicos. MTE: membro toracico
esquerdo. MTD: membro toracico direito. TPE: tetraparesia espastica. TPF:

tetraparesia flacida. PPE:

propriocepgao consciente.

As Tabelas 3 e 4,

paraparesia espastica. PPF: paraparesia flacida. PPC:
0 = ausente, 1 = diminuido e 2 = normal.

a seguir, mostram a freqiéncia em que os principais

sinais clinicos neuroldgicos, de acordo com a literatura, foram relatados em

nossos pacientes, comparando o momento prévio a aplicagao das CTMs (MO0), e

21 dias ap6s a ultima aplicagao das células-tronco (M3).

TABELA 3 - Sequelas neurolégicas mais frequentes no estudo em M0

Sintomas MO0

Tetra/paraparesia
Desequilibrio
Mioclonia
Atrofia Muscular
Crises Epilépticas
Ataxia Cabecga/Tronco
Desvio de Cabeca

Nistagmo

Quantidade de pacientes (0 a 9) Porcentagem (%)

9 100
9 100
7 77,8
7 77,8
3 33,3
2 22,2
1 11,1
1 11,1
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TABELA 4 - Desenvolvimento das sequelas neurolégicas mais frequentes no

Sintomas M3 Quantidade de pacientes (0 a 9) Porcentagem (%)
Tetra/paraparesia 4 44,4
Desequilibrio 6 66,7
Mioclonia 7 77,8
Atrofia Muscular 5 55,6
Crises Epilépticas 3 33,3
Ataxia Cabecga/Tronco 1 11,1
Desvio de Cabec¢a 1 11,1

Nistagmo 0 0

De acordo com a Tabela 2, é possivel notar que todos os pacientes
apresentaram algum tipo de melhora no quadro clinico. Apenas 22,2% (n=2) dos
caes nao demonstraram evolugdo em relagcéo a locomogao, onde apresentaram
tetraparesia tanto em MO quanto em M3. 44,4% (n=4) dos caes apresentaram
melhora total, sendo que 75% (n=3) destes apresentaram tetraparesia em MO e
postura normal em M3, e 25% (n=1) apresentou paraparesia em MO e postura
normal em M3. Os outros 33,3% (n=3) apresentaram melhora parcial, sendo que
33,3% (n=1) destes apresentou tetraparesia em MO e paraparesia em M3, e
66,7% (n=2) apresentaram paraparesia em MO e paresia de apenas um membro
em M3.

As Tabelas 3 e 4 demonstram de forma comparativa a evolugao de cada
sinal neuroldgico apresentado pelos caes. Houve uma reducgédo de 55,6% dos
casos de tetra/paraparesia, 33,4% de desequilibrio, 11,1% de ataxia e 100% do
nistagmo. Nao foi notada reducgédo total nos casos de mioclonia, porém 44,4%
(n=4) dos pacientes apresentaram melhora na frequéncia e/ou intensidade. Os
pacientes que apresentavam crises epilépticas e desvio de pescogo néao

apresentaram melhora em relagcdo a esses sintomas.



5. DISCUSSAO

De acordo com a literatura, o grupo mais afetado pelo virus da cinomose
sdo filhotes e cdes que nao foram imunizados. Além disso, as sequelas
neuroldgicas mais frequentes sdo: alteragdes comportamentais, crises epiléticas,
perda da visdo, ataxia da cabega e tronco, desequilibrio, desvio de cabeca,
nistagmo, paraparesia ou tetraparesia com ataxia sensorial, atrofia muscular,
mioclonias e hiperestesia. (GREENE, 2011; NELSON e COUTO, 2015; SILVA et
al, 2009; TIPOLD et al, 1992; HEADLEY et al, 2012; BRITO et al, 2015). No
presente estudo foram registrados cinco caes de até um ano de idade, e quatro
entre cinco e oito anos, tendo apenas um com historico de vacinagao. Além
disso, estavam presentes oito dos onze sinais clinicos mais frequentes,
corroborando com os dados de literatura. Alteracbes comportamentais, perda da
visdo e hiperestesia ndo foram registradas. Apesar de nao termos pacientes com
perda de viséo, dois caes (n=2) apresentavam ulcera de cornea em MO.

O diagnéstico definitivo da cinomose pode ser dificil pois € necessario que
sejam encontradas particulas virais, ou corpusculos de inclusao, em células
sanguineas, astrocitos, LCR, neurbnios e epitélio de transicdo da vesicula
urinaria. As inclusdes virais s6 estao presentes na fase inicial da doenca, pois
acredita-se que permanecem no organismo apenas até o nono dia apds a
infeccdo, onde, geralmente, os sinais clinicos ainda ndo comegaram a ser
manifestados. Apos essa fase torna-se mais dificil a detecgdo do virus
(GREENE, 2011; FLORES, 2007; NELSON e COUTO, 2015). Devido a esse
curto periodo, o diagndstico algumas vezes é dado de forma presuntiva, onde
sado associados os sinais clinicos com o histérico do paciente, que na maioria das
vezes € jovem e nao foi adequadamente imunizado. A demora do diagnéstico faz
com que a doencga progrida e adquira a forma cronica tornando o tratamento com
células-tronco menos eficaz, pois sdo lesbes mais antigas com o nivel avangado

de degeneragao das células afetas.

A administracdo de CTMs via endovenosa € considerada segura, sendo

essa a maneira mais utilizada devido ao facil posicionamento anatémico, onde o
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acesso de eleicdo € através das veias cefalica ou safena, e possibilidade de
realizar mais de uma aplicagdo com efeitos colaterais minimos, por ser um
acesso pouco traumatico e nao invasivo. Afim de evitar reacdes relacionadas a
agregacao celular com formagédo de possiveis trombos, é necessario que a

velocidade e a concentragdo das CTMs sejam criticamente reguladas (SANTOS
et al.,, 2018). Neste estudo, a concentragcdo de CTMs utilizada foi de 2 x 10°¢

CTMs/kg diluidas em 50ml de solugéo fisioldgica ringer com lactado, e aplicada
em velocidade de aproximadamente 40 minutos através da veia cefalica. Caso
nao fosse possivel este acesso devi a mioclonia dos pacientes, a veia safena era
a proxima escolha pela facilidade da puncdo. Com esse protocolo, mesmo
utilizando células alogénicas, nenhum paciente apresentou reacéo alérgica, ou
de compatibilidade, e/ou sinais de trombose devido a agregacdao de CTMs
durante ou apos o procedimento. Foi observado que os animais comegaram a
responder ao tratamento em momentos diferentes, reforcando que a infecgao e a
recuperacgao estdo relacionados a idade do paciente, ao estado imunoldgico, a
cepa do virus e ao tempo de persisténcia deste no organismo (VANDEVELDE e
ZURBRIGGEN et al., 2005; SILVA et al., 2009). Notou-se que caes mais jovens
(n=3) apresentaram melhora significativa entre a primeira e a segunda aplicagéo
de células-tronco. Ja pacientes mais velhos (n=2) apresentaram resultado
desejado apds a terceira aplicagdo de CTMs, sendo sugerido uma quarta
aplicagcao de células-tronco, fugindo do protocolo sugerido por esta pesquisa.
Essa diferenca de velocidade de resposta pode estar relacionada a imunidade
mais responsava apresentada por animais mais jovens, e a cronicidade da
doenga, onde existem maior degeneragao das estruturas afetadas.

Em um estudo recente foram avaliados quatro animais com cinomose que
desenvolveram déficit locomotor como sequela da leucoencefalite
dismielinizante. No momento da avaliacao inicial os cdes c1 e c2 apresentaram
paresia do MPD e déficit de propriocepgao, o c3 apresentou deambulacéo
funcional e c4 tetraparesia com déficit de propriocepcado e rigidez cervical
(PINHEIROS et al.,2019), sinais clinicos similares aos apresentados no presente

estudo. Apds a terceira aplicacdo de CTMs, os autores relataram melhora dos
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caes, sendo que c1 apresentou locomocgédo normal do MPD, c2 nao apresentou
evolucdo em relagdo a paresia, porém a propriocepgao consciente estava
normal. C3 nao apresentou alteragbes neurolégicas, e c4 permaneceu
tetraparésico, porém apresentou auséncia da rigidez cervical (PINHEIROS et al.,
2019).

Para o presente estudo foram escolhidos animais que, apesar das
sequelas da cinomose, apresentavam-se estaveis e sem complicagdes
secundarias, para possibilitar avaliagdo de forma mais objetiva, assim como
utilizado em outros estudos. Os caes que passaram por tratamento clinico nao
apresentaram melhora em relagdo ao déficit motor (PINHEIRO et al., 2019).
Portanto, foram selecionados cdes com diversos graus de paresia e que néao
estivessem na fase virémica da doenca, pois estudos demonstram que na fase
aguda, com o virus da cinomose ativo, o tratamento ndo atinge resultados
positivos, e os animais ndo apresentam melhora (PINHEIRO et al., 2016). Seis
animais foram considerados crénicos e obtiveram o diagnéstico de forma
presuntiva por apresentarem resultados negativos em sorologia e/ou
imunoensaio cromatografico, e terem como principais sintomas o0s sinais
classicos da cinomose, tais como paresia, ataxia, mioclonia e atrofia muscular.
Além disso, apenas um destes paciente apresentava historico de vacinagao,
porém o tutor relatou n&o ter certeza da qualidade do armazenamento da vacina.
Todos os cédes que apresentaram exame soroldégico ou imunoensaio
cromatografico positivo (Grupo 1, n=3), se recuperaram de forma parcial (33,3%,
n=1) ou total (66,7%, n=2). Ja os animais do Grupo 2 (n=6), com diagndstico
presuntivo, 33,3% (n=2) n&o tiveram evolucédo, 33,3% (n=2) evoluiram
parcialmente e 33,3% (n=2) apresentaram recuperagao total. Esses resultados
mostram que o tempo de lesao influencia diretamente na resposta das CTMs a

lesdo, e no resultado do tratamento.
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FIGURA - 1: André em MO. Tetraparesia espastica com auséncia de propriocepgao consciente.

Fonte: prépria.

FIGURA - 2: André 4 meses ap6s o fim do tratamento apresentando recuperagéao total. Fonte:

propria.



Das duas pacientes que n&o obtiveram evolugao na locomog¢ao, uma
estima-se a idade de 8 anos e pertencia ao Grupo lll, com lesbes cronicas e
severas. Porém, ao final do tratamento, apesar de ndo andar sozinha ,
apresentou recuperacao total na propriocepc¢ao consciente do membro toracico
esquerdo e dos membros pélvicos, conseguindo se equilibrar na cadeira de
rodas. A outra cadela apresentava intensa mioclonia nos musculos mastigatérios,
sendo necessaria intervengao cirurgica para extragao de alguns dentes, afim de
evitar mais laceragdes nos labios e gengiva. Apos essa ser submetida ao
procedimento anestésico, o animal apresentou piora no quadro neuroldgico, onde
apresentava paresia dos membros pélvicos com ataxia dos quatro membros, e
apo6s o procedimento apresentou-se em decubito sem movimentagao dos
membros, sem evolugado durante as ultimas aplicagdes de CTM no tratamento .

Os animais que apresentaram melhora parcial (n=3) eram originalmente

pertencentes ao Grau lll da escala de grau de lesdo (paraparesia), e apdés o

tratamento foram considerados Grau |l (ataxia e ou tetra/paraparesia moderada).

FIGURA - 3: Spyke em MO. Paraparesia espastica com impoténcia funcional de membro toracico
direito. Fonte: propria.
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FIGURA - 4: Spyke um més apds o fim do tratamento, apresentando melhora dos membros
pélvicos e membro toracico esquerdo, porém impoténcia funcional de MTD . Fonte: propria

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que durante o tratamento todos os caes
apresentaram alguma melhora do quadro neuroldgico, evidenciando o potencial
do uso de células-tronco mesenquimais no tratamento para sequelas
neurologicas da cinomose canina. Sendo assim, pode-se indicar o protocolo de
trés aplicagoes endovenosas de 2x108 CTMs/Kg com intervalo de 21 dias entre
elas, de forma segura, podendo, assim, sugerir que as aplicagdo de CTMs sejam

uma realidade na clinica média de pequenos animais.
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