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RESUMO
SANTANA, Paulo Ricardo Medeiros, Universidade Federal da Paraiba, Junho de 2016. USO
DE CELULAS TRONCO AUTOLOGAS DE TECIDO ADIPOSO EM CAO COM
APLASIA MEDULAR. Orientador: Ricardo Romé&o Guerra.

Aplasia medular (também conhecida como anemia aplésica) é relativamente rara em cées
e gatos e caracteriza-se por uma pancitopenia em sangue periférico e uma hipoplasia de trés
linhagens celulares (eritroide, mieldide e megacariocitica) na medula éssea, resultando na
substituicdo de tecido hematopoiético por tecido adiposo. Existe ainda uma classificagdo de
acordo com a apresentacao e evolugdo das citopenias em sangue periférico e hipoplasia medular,
caracterizando a aplasia como aguda ou cronica. O presente trabalho teve por objetivo relatar o
tratamento com células tronco para uma pancitopenia causada por Erliquiose canina, em cédo de 4
anos e 6 meses de idade, pesando 10,6kg em uma clinica veterinaria — Campina Grande, PB.
Durante a primeira avaliagdo clinica observou-se mucosas ocular e oral palidas, severa dermatite,
levemente anoréxico, e segundo a sua tutora com diagndstico de Erliquiose canina elucidado em
outra clinica vetierinaria. Entdo, optou-se por realizar novos exames complementares, tais como
hemogramas, os quais, sempre resultava em Anemia Microcitica Hipocrdmica regenerativa,
leucograma com leucopenia por Linfocitopénia, Monocitopénia absolutas Degenerativa severa, e
no plaquetograma apresentava trombocitopenia, bioquimicos com resultados normais,
imunofluorescéncia indireta para cinomose, urinalise, e pesquisa de hematozoarios. Na pesquisa
por hematozoarios diagnosticou-se a presenca de morulas de Erlichia spp. em linfécitos do
paciente. Diante desse diagndstico. Foi instituido o seguinte tratamento, Omeprazol, Doxiciclina,
Suplemento Nutricional, Timerovac, ivermectina e clorexidina 3g. Porém o tratamento, nédo
resultou em melhora, foi escolhido um novo tratamento utilizando implante com células tronco,
produzidas a partir do tecido adiposo do proprio animal. Porém o animal morreu por parada
cardiorrespiratoria. Sendo assim, novos estudos nessa area sdo de grande importancia para novas
descobertas que venham a buscar tratamento e alternativas para cdes com Erliquiose cronica.
Obijetivou-se descrever um caso de um cdo com Erliquiose canina cronica tratado com células

tronco.

Palavras-chave: céo, Erliquiose canis, prevencao, tratamento.



ABSTRACT
SANTANA, Paulo Ricardo Medeiros, Federal University of Paraiba, June 2016. USE OF
AUTOLOGICAL TRONCO CELLS OF ADIPOSOUS TISSUE IN DOG WITH APLASIA
MEDULAR. Advisor: Ricardo Roméo Guerra

Medullary aplasia (also known as aplastic anemia) is relatively rare in dogs and cats and is
characterized by peripheral blood pancytopenia and hypoplasia of three cell lines (erythroid,
myeloid and megakaryocytic) in the bone marrow, resulting in the replacement of hematopoietic
tissue by adipose tissue. There is also a classification according to the presentation and evolution
of cytopenias in peripheral blood and medullary hypoplasia, characterizing aplasia as acute or
chronic. The aim of the present study was to report the treatment with stem cells for pancytopenia
caused by canine Erythiliasis, in dogs of 4 years and 6 months of age, weighing 10.6kg in a
veterinary clinic - Campina Grande, PB. During the first clinical evaluation, pale ocular and oral
mucosa, severe dermatitis, slightly anorexic, and according to her guardian with diagnosis of
canine Erythemia elucidated in another clinic were observed. Therefore, new complementary
exams such as hemograms were used, which always resulted in regenerative hypochromic
microcytic anemia, leukopenia with leukopenia due to lymphocytopenia, absolute degenerative
monocytopenia, and in thrombocytopenia, biochemical with normal results, indirect
immunofluorescence for distemper, urinalysis, and hematopoietic screening. In the hematozoan
research the presence of Erlichia spp. In the patient's lymphocytes. Faced with this diagnosis. The
following treatment was instituted, Omeprazole, Doxycycline, Nutritional Supplement,
Timerovac, ivermectin and chlorhexidine 3g. However the treatment did not result in
improvement, a new treatment was chosen using a stem cell implant, produced from the animal's
own adipose tissue. But the animal died from cardiorespiratory arrest. Therefore, new studies in
this area are of great importance for new discoveries that come to seek treatment and alternatives
for dogs with chronic Erythroblastoma. The objective of this study was to describe a case of a

dog with chronic canine Erliquiosis treated with stem cells.

Key words: dog, prevention, , treatment, stem cells.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

BID — bis in die (duas vezes ao dia)
dL — decilitro

et al — e colaboradores

g - grama

I.M. — via intramuscular

I.V. — via intravenosa

kg — quilograma

mg — miligrama

mL — mililitro

S.C. — via subcutanea

SID —semel in die (uma vez ao dia)
TID — ter in die (trés vezes ao dia)
TPC — tempo de preenchimento capilar
VO - via oral

° C — graus Celsius

ALT — Alanina Aminotransferase
FA — Fosfatase Alcalina

CT — Células tronco
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1. INTRODUCAO

Todas as células sanguineas tém um tempo de vidautil e s&o renovadas por toda a vida do
animal. Notavelmente, todas sdo oriundas em ultima andlise, a partir de uma célula-tronco
comum, na medula déssea. Assim, esta célula-tronco, denominada hematopoiética, € multipotente,
e tem a capacidade de dar origem a todos os tipos de células sanguineas diferenciadas.
(MALARD et al., 20015.)

A Aplasia medular ou anemia aplasica, € uma pancitopenia de sangue periférico e uma
hipoplasia das células eritroides, mielddies e megacariocitica, pertencentes a medula 6ssea, onde
sera substituida por tecido adiposo. Para tal acometimento ha varias causas, tais como:
idiopaticas (por exclusdo), induzidas, infecciosas.

As principais aplasias medulares de origem infecciosa em cdes sdo relacionadas a
Ehrlichia canis e parvovirus (WEISS et al., 1999). As citopenias periféricas relacionadas a
Erliquiose ocorrem tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenca. Na fase aguda a
medula esta hipercelular, devido a uma hiperplasia miel6ide, sugerindo que a citopenia é de
origem periférica, resultante da destruicdo celular. Na fase cronica a citopenia observada é de
origem medular, resultante da aplasia aguda ou cronica, devido a uma hipoplasia medular de
todos os precursores celulares (FELDMAN, 2005).

Para o tratamento Ehrlichia canis, Brandao (2010), preconiza o uso da doxiciclina na dose
de 5mg/kg, BID, por 21 dias. Ja outros autores com Chaves, Leite, Naveca (2007), citam a dose
de doxiciclina de 10mg/kg/SID, via oral, durante 28 dias como o tratamento de eleicéo.
Entretanto Valera (2003), cita a mesma dose e tempo de tratamento, porém inclui a possibilidade
de administracdo de 12 em 12 horas.

Em andlises laboratoriais 0 hemograma caracteriza-se por uma anemia arregenerativa
normocitica, normocrdmica, leucopenia por neutropenia e trombocitopenia. Quando mais de 75%
de gordura compdem a medula de um cdo adulto, somado a reducdo ou auséncia dos trés tipos
celulares (eritroide, mieldide e megacariocitica) pode-se considera-la aplasica. (HARVEY,
2001).

Embora a para diagndstico a puncéo aspirativa seja feita com maior frequéncia, a biopsia
medular ainda é a melhor forma de fechar o diagndstico, uma vez que, avalia melhor se ha

metastase medulares, como também, avaliacdo de celularidade.



Desde a década de 70, a aplicacdo de terapia celular com células tronco no tratamento de
doencas hematoldgicas ja possuia solidas bases experimentais e clinicas. Essas doenc¢as sdo muito
comuns nos animais e com rapida evolugdo no quadro clinico. (MALARD et al., 2015)

Células-tronco séo ceélulas indiferenciadas, tendo como alta capacidade de renovacéo e de
se diferenciar em diversos tipos celulares, como também, acredita-se que devido a essas
propriedades, elas tenham um papel regenerativo quando os tecidos sofrem lesdo ou injuria.

Embora, atualmente haja estudos tanto sobre as células-tronco originarias da medula
Ossea, como também das de origens mesenquimais (células estromais mesenquimais
multipotentes), as células-tronco de origem medular sempre foram as mais estudadas. No entanto,
na ultima década houve um “bull”, nos estudos as de origem mesenquimais, devido a sua

facilidade de obtencéo, quanto ao seu poder de replicacéo e plasticidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ERLICHIOSE CANINA

A erliguiose canina é uma enfermidade que provoca imunossupressdo em cdes domesticos
e canideos silvestres. E causada por um hemoparasito do género Ehrlichia sp., que faz parte de
um grupo de bactérias conhecidas como ricketsias, da ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae. Analises genéticas recentes, que tiveram inicio em 2001, proporcionaram
ampla reclassificacdo e renomeacédo taxondmica de bactérias classificadas nos géneros Ehrlichia,
Rickettsia, Anaplasma, Cowdria, Wolbachia e Neorickettsia, que levaram a uma nova
classificacdo e mudanca de géneros de vérias destas bactérias. (SHIBATA et al., 2000; DUMLER
et al., 2001; D’AGNONE; 2009)

Atualmente, o género Ehrlichia compreende cinco espécies validas: Ehrlichia canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium. Além destas, uma possivel sexta espécie de
erliquia foi identificada no Japéo, tendo sido isolada do carrapato Ixodes ovatus, e denominada
como Ehrilichia OIE (SHIBATA et al., 2000; DUMLER et al., 2001; D’AGNONE; 2009)

Quadro 1. Classificacdo da ordem Rickettsiales.

Ordem Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae
Género Espécie

E. canis

E. chaffeensis

EHRLICHIA E. ewingii
E. muris

E. ruminantium

A. platys

A. phagocitophila

ANAPLASMA A. centrale
A. marginale

A. ovis

A. bovis

N. risticii

NEORICKETTSIA N. sennetsu
N. helminthoeca

WOLBACHIA W. pipientes

Copilado de DUMLER et al., (2001)
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Porém, dentre estas, E. canis é 0 agente que mais comumente afeta os cées,
causando um quadro clinico mais severo, tendo maior importancia epidemioldgica.
Apesar disso, vérias espécies de Ehrlichia podem causar infeccdo clinica e subclinica
em cdes. Sao parasitas intracelulares obrigatdrios que infectam leucdcitos (mondcitos e
polimorfonucleares) ou trombdcitos (plaquetas) e causam trombocitopenia no
hospedeiro (OLICHESKI, et al., 2003; CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

Este hemoparasita infecta os mondcitos circulantes dentro do citoplasma
formando agregados intracelulares denominados “morulas” (Figuras 07 e 08). Estas
morulas compreendem um conjunto de microorganismos firmemente envoltos por uma
membrana. As células infectadas se distribuem pelo organismo através da circulacdo do
sangue e pelas vias linfaticas (DUMLER et al., 2001; ADRIANZEN et al, 2003).

Figura 1: Morula intracelular (seta) de E.canis em mondcito. Exame citol6gico de ponta
de orelha. Fonte: VARELA et al., 2003.
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Figura 2: Fotomicrografias de células DH821 infectadas apresentando morulas de
Ehrlichia canis (setas). Coloracdo por panoético rapido (Laborclin®); objetiva de 100X.
Fonte: AGUIAR et al., 2007.

A erliquiose canina é transmitida aos cdes pelo Rhipicephalus sanguineus,
principal transmissor da babesiose canina no Brasil, sendo transmitida em todos os
estagios de desenvolvimento do carrapato (CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

A transmissdo da doenca ocorre de forma mecénica, sendo transmitida através
da saliva do carrapato vetor, pela picada destes durante o repasto sanguineo, e estes se
infectam ao se alimentarem de um hospedeiro infectado, pela ingestdo de leucdcitos
infectados de cdes na fase aguda da doenca, e se disseminam pelo organismo do
carrapato através dos hemacitos do intestino, indo para a glandula salivar. Os carrapatos
sobrevivem como adultos sem se alimentarem entre 155 a 568 dias, podendo transmitir
a infeccdo por até 155 dias ap6s se tornarem infectados. Outra forma de transmissdo é
através de transfusdes de sangue infectado, que podem ocasionar altas taxas de infec¢do
iatrogénica (LEGATZKI; Jorge, 2002; ADRIANZEN et al, 2003; TILLEY; SMITH JR,
2003; D’AGNONE, 2006; CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

Ap0s a entrada no hospedeiro canino, a primeira replicacdo das erliquias ocorre
nas células mononucleares e nos linfécitos. O hemoparasita penetra na parede celular
através de fagocitose e, uma vez dentro da célula hospedeira, inibe a formacdo do
fagolisossomo, desenvolvendo-se dentro deste. A principio, no interior de monaocitos e
neutr6filos sdo observados corpusculos elementares iniciais com 0,5 a 1um, que depois
se multiplicam por divisdo binaria formando uma inclusdo que recebe o nome de

morula, e que mede 1 a 2 micras de diametro. Quando maduras, as morulas se
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dissociam em novos corpusculos elementares, que deixam as células por exocitose ou
por lise das mesmas, seguindo para parasitar novas células (MENDONCA et al., 2005;
PEREIRA, 2006; CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

Segundo Machado (2004) e Greene (2005), geralmente é de 8 a 20 dias o
periodo de incubacdo da infeccdo por E. canis. A manifestacdo da doenca se da nas
fases subclinica, aguda e crbnica, caracterizadas por anormalidades clinicas e
hematoldgicas. E bastante variavel a idade dos cies acometidos pela erliquiose, sendo
relatados casos da enfermidade em cées de dois meses até treze anos de idade
(WADDLE e LITTMAN, 1987; ELIAS 1991; NEER e HARRUS, 2006; MANOEL,
2010).

2.1.2. EPIDEMIOLOGIA

A erliquiose canina também recebe outras denominac@es, como: enfermidade do
cdo rastreador, pancitopenia canina tropical e febre canina hemorragica. E uma doenca
cosmopolita, com especial ocorréncia em areas tropicais e subtropicais, que desenvolve-
se mais em épocas quente; o vetor ja bem adaptado a regides urbanas, o que facilita sua
transmissao aos animais domesticos

A erliquiose foi identificada pela primeira vez por Donatien e Lestoquard, em
(1935), em um cédo Pastor Alemdo, na Argélia. O parasita foi classificado como
Ehrlichia canis, em 1945, por Mashkovsky, porém, apenas na década de 70, a espécie
Ehrlichia canis se tornou familiar nos centros urbanos.

A E. canis foi documentada pela primeira vez no Brasil em 1973, em Belo
Horizonte e, desde entdo, a doenga vem sendo registrada em varios estados do pais,
acometendo aproximadamente 20 a 30% dos cdes atendidos em hospitais e clinicas
veterinarias (D’AGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2003; BULLA et al., 2004a;
AGUIAR, 2006; D’AGNONE, 2006; CHAVES;LEITE; NAVECA, 2007).

Animais com infec¢do crbnica e carrapatos que permanecem infectados por
longos periodos podem ser reservatérios de E. canis. Caes com erlichiose também
podem estar infectados concomitantemente por Babesia spp. e Hepatozoon spp., uma
Vez que esses organismos também sdo transmitidos pela mesma espécie de carrapato
(SOUSA et al., 2004; PEREIRA, 2006).

Atualmente sabe-se que a erliquiose é uma zoonose, onde carrapatos infectados
podem transmitir Ehrlichia spp. aos humanos. Animais domésticos podem carrear

carrapatos infectados para o ambiente doméstico e, com isso, estes contaminarem
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humanos através de sua picada. Também € importante observar que a condicdo da
doenca subclinica em cdes por tempo prolongado sugere que estes animais tém
potencial para serem hospedeiros reservatérios de carrapatos infectados, podendo
transmitir a doenca para pessoas (SHERDING, 2008).

2.1.3. PATOGENIA

Animais que uma vez contrairam erliquiose ndo desenvolvem imunidade
protetora, sendo assim, mesmo animais ja tratados, quando expostos novamente ao
vetor contaminado, podem contrair a enfermidade e esta reinfec¢do tanto pode ser
semelhante & anterior, quanto de forma mais branda ou mais intensa (LEGATZKI,
JORGE, 2002).

A erliquiose canina provoca imunossupressao em cées e canideos silvestres e
este microorganismo infecta os mondcitos circulantes dentro do citoplasma formando as
morulas. As células infectadas se distribuem pelo organismo através da circulacdo do
sangue e pelas vias linfaticas (ADRIANZEN et al, 2003).

Apds a transmissdo do parasito ao cdo pelo carrapato, a erliquiose tem um
periodo de incubacdo de 8 a 20 dias, porém este periodo varia com a dose de
microorganismos infectantes, ou seja, quanto maior a dose de parasitas, menor o
periodo de incubacdo. Entretanto, as alteracdes patoldgicas e clinicas ndo sdo
influenciadas pela dose infectante (OLICHESKI, 2003).

A Ehrlichia pode ser dividida em duas classes, de acordo com o tipo celular que
infecta, podendo ser classificadas como monocitropicas ou trombociticas. As
monocitropicas infectam principalmente mondcitos circulantes e fagocitos
mononucleares nos linfonodos, baco, figado e medula 6ssea, causando hiperplasia
linforreticular disseminada, organomegalia (linfadenomegalia, esplenomegalia e
hepatomegalia) e anormalidades hematoldgicas. Estas sdo as Ehrlichia chaffeensis, E.
canis e E. ruminantum. Ja demais séo classificadas como trombociticas e parasitam
trombdcitos, causando essecialmente uma trombocitopenia ciclica e ndo clinica
(BIBERSTEIN; HIRSH, 2003; SHERDING, 2008).

Secundario ao processo de vasculite ocorre a destruicdo periférica das células
alvo, ou sequestro das mesmas, agravando a trombocitopenia e leucopenia. A
trombocitopenia se deve a diminuicdo da meia-vida das plaquetas, resultante de sua
destruicdo, que decorre da estimulacdo dos sistemas imunoldgico e de coagulacdo, em

consequéncia da resposta inflamatéria (OLICHESKI, 2003).
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Na fase aguda também se observa um aumento no tempo de coagulacao, devido
a inibicdo da agregagdo plaquetaria. Esta inibicdo provavelmente se da devido a
presenca de anticorpos antiplaquetas no soro de cées infectados com E. canis. O animal
pode recuperar-se totalmente, passar para a fase subclinica, ou morer, sendo esta uma
condicdo mais rara de ocorrer. Em geral o animal morre em decorréncia de associagdo
da erliquiose com outras doengas concomitantes (OLICHESKI, 2003).

Normalmente, ap6s uma fase de infeccdo aguda transitoria, o0s caes
contaminados livram-se da infeccdo ou, no caso de infeccdo por E. canis, passam por
uma fase subclinica prolongada, que pode se estender por meses ou até anos, até que
finalmente manifestem os sintomas da doenca em fase cronica. Por este motivo, a maior
parte das infeccBes por E. canis sO é diagnosticada nesta fase (SHERDING, 2008).

A principal caracteristica da fase cronica da erliquiose € o aparecimento de
hipoplasia medular, que leva a uma anemia aplasica, com monocitose, linfocitose e
leucopenia (OLICHESKI, 2003).

2.1.4. SINAIS CLINICOS

As manifestacdes clinicas sdo inespecificas (WANER; STRENGER; KESARY,
2000), porém os sinais comuns em erliquiose sdo a apatia, inapeténcia, hipertermia,
mucosas palidas e hemorragia, linfoadenopatia, esplenomegalia e uveites (NAKAGH et
al., 2008).

Alguns autores relatam que os sinais clinicos nos cédes afetados cronicamente
variam de moderado a severo, enquanto que para Almosny (2002) sé&o reflexos das
alteracOes fisiopatoldgicas resultantes da grave anemia e da infiltracdo perivascular de
muitos sistemas organicos, com células linforreticulares e plasmacitos.

Os sinais clinicos dessa enfermidades sdo inespecificos e os mais variados, tais
como: tosse, conjuntivite, uveite bilateral, hemorragia retinal, vomito, depressao, ataxia,
disfungdes vestibulares, hiperestasia generalizada ou localizada, tremores intencionais
na cabeca, paraparesia ou tetraparesia, déficit nervoso cranial, opistétono, hiperestasia e
nistagmo, dermopatias, tosse, conjuntivite, uveite bilateral, hemorragia retinal, vomito,
depressdo, ataxia, disfuncOes vestibulares, hiperestasia generalizada ou localizada,
tremores intencionais na cabeca, paraparesia ou tetraparesia, déficit nervoso cranial,

opistotono, hiperestasia e nistdgmo.
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2.1.5. DIAGNOSTICOS

O diagndstico pode ser clinico e/ou laboratorial, onde o diagndstico clinico é
realizado através da suspeita pelos sintomas. O diagndstico laboratorial se d& através de
hemograma, exames bioquimicos e urinalise. No exame hematoldgico identifica-se
trombocitopenia, anemia normocitica, normocrémica, eosinopenia, linfopenia e desvio
nuclear de neutrdfilos a esquerda, sendo estes achados predominantes durante a infecgdo
por E. canis (NELSON; COUTO, 2001; MENDONCA et al., 2005).

O diagndstico laboratorial mais comum é realizado através da observacdo de
morulas em esfregacos de sangue periférico, de ponta de orelha, Porém, a baixa
sensibilidade do exame de hemocitozoarios nas fases subaguda e cronica é devido a
dificuldade de visualizacdo de corpusculos e morulas por causa da baixa parasitemia
(MOREIRA et al., 2005). Quando isto ocorre, faz-se necessario a inclusdo de testes
soroldgicos, como a técnica de imunofluorecéncia indireta, e/ou PCR, este
especialmente para detectar a espécie envolvida (ALMOSNY; MASSARD, 2002;
LIBERATI et al., 2009).

Outra técnica que pode ser utilizada é o aspirado de medula dssea, na fase
crbnica, o que geralmente revela uma hipocelularidade acentuada, raros megacariocitos
e elementos eritrocitos e miel6ides ocasionais. A hipoplasia miel6ide, eritdide e
megacariocitica presente na fase cronica estdo associadas a hiperplasia linféide e de
plasmécitos (NELSON, COUTO, 2001).

Segundo Almosny (1998), o diagnostico pelo método de ELISA é préatico e o
mais barato, porém resultados falso-positivos sdo frequentes, ja que este método detecta
anticorpos, resultando em um diagnostico positivo indicando que o animal esta ou
esteve em contato com o antigeno.

E importante realizar um diagndstico diferencial com babesiose para excluir a
possibilidade desta infeccdo, visto terem semelhanca clinica, ou constatar uma
concomitancia das doencgas, 0 que € comum, Visto possuirem 0 mesmo carrapato como
vetor. Essa identificacdo pode ser constatada através de exame hematoldgico, com
evidenciacao da Babesia ssp. nos eritrocitos (CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

Cédes em fase cronica de erliquiose apresentam sintomas semelhantes a
intoxicagdo por estrogenos, pancitopenia imunomediada e doengas associadas a
disfungbes de oOrgédos especificos, como glomerulonefrites, além de assemelhar-se ao

mieloma maultiplo ou leucemia linfocitica crénica (OLICHESKI, 2003).
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2.1.6. TRATAMENTO

As tetraciclinas e seu derivado doxiciclina constituem as drogas de escolha para
os caes com erliquiose, porem Couto (2003) expressa sua preferéncia pela doxiciclina,
sugerindo a dose de 2,5 a 5 mg/kg, VO, a cada 12 a 24 horas por 10 a 14 dias.

Ja Olicheski (2003) relata que a literatura cita varias dosagens e tempo de
duracdo diferentes para o tratamento da erliquiose com doxiciclina. Por exemplo,
autores utilizam a dosagem de 5 mg/kg ao dia por 7 a 10 dias na fase aguda e 10 mg/kg
ao dia por 7 a 21 dias na fase cronica, enquanto alguns recomendam prolongar o
tratamento por mais de 6 semanas, no caso de erliquiose subclinica.

A doxiciclina é uma clortetraciclina e apresenta eficacia clinica com poucos
efeitos colaterais. Pode ser administrada em animais com disfuncdo renal, ja& que é
excretada pelo trato gastrointestinal. E absorvida com rapidez quando administrada por
via oral, sendo sua distribuicdo ampla pelo coracdo, rins, pulmdes, musculo, fluido
pleural, secre¢des brénquicas, bile, saliva, fluido sinovial, liquido ascitico e humores
vitreo e aquoso. Além disso, é mais lipossolivel e penetra nos tecidos e fluidos
corporais melhor que o cloridrato de tetraciclina e a oxitetraciclina (ANDRADE;
SANTAREM, 2002).

Porém em (TJWA, et al. 2009), afirma que, em estudos recentes revelaram que a
recuperacdo hematopoética apo0s a administracdo do mielotdxica agente de 5-
fluorouracilo (5-FU) requer MMP-9, também conhecido como gelatinase B*. Portanto,
investigamos se os antibioticos tais como doxiciclina pode prejudicar a recuperagao
hematopoeética apos quimioleblacdo. Estes dados sugerem que doxiciclina compromete
da recuperacdo hematopoiética através da inibicdo destas MMPs, embora ndo podemos
excluir a possibilidade doxiciclina, que pode atuar através de MMP-independente.

Ja Pereira (2006) ndo recomenda o uso de tetraciclinas em cdes com menos de 6
meses de idade, pois provoca escurecimento permanentemente dos dentes. Em cées com
insuficiéncia renal seu uso também néo € indicado. O cloranfenicol pode ser utilizado
em cées com infeccdo persistente e refrataria a terapia com tetraciclinas, podendo ser
utilizado em filhotes com menos de cinco semanas para evitar o escurecimento do
esmalte dentario, utilizando a dose de 50 mg/kg de oito em oito horas por 15 dias, via
oral, subcutnea ou intravenosa, ndo sendo recomendado Seu uso em animais com
anemia.

Olicheski (2003) afirma que a duracdo da terapia é tdo importante quanto a

dosagem ou o quimioterapico utilizado, e diz que o tratamento deve persistir por pelo
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menos 3 a 4 semanas, nos casos que respondem eficazmente, e por periodos ainda
maiores, acima de 8 semanas, em casos de animais que estéo na fase crénica da doenca.

Uma fase importante do tratamento também é instalar uma terapia de suporte,
principalmente nas fases crénicas da doenca, o que inclui, dependendo da gravidade de
cada caso: fluidoterapia, transfusdo sanguinea e suplementos vitaminicos. Em alguns
casos pode ser necessario administrar antiinflamatdrios ou imunossupressores, como a
prednisolona, na dose sugerida de 2,2mg/kg via oral BID, por 3 a 4 dias. Se houverem
infeccdes bacterianas secundarias deve-se fazer uso de antibioticos de largo espectro.

Em geral, os sintomas melhoram dentro de 48h ap6s a administracdo de um
tratamento eficiente, em casos agudos ou crénicos discretos. A contagem de plaquetas
deve aumentar em 2 a 7 dias, estabilizando-se em 4 até 8 semanas, caso a infeccéo tenha
sido eliminada. A hiperglobulinemia também deve regredir de forma gradativaem 6 a 9
meses, mesmo periodo em que a maior parte dos cdes se torna soronegativa, apos a
eliminacdo da infecgéo.

O prognostico para a erliquiose canina é excelente quando instaurado um
tratamento apropriado, a menos que a medula dssea fique severamente hipoplasica,
neste caso o progndstico torna-se reservado. Caes com doenca crdnica grave associada a
pancitopenia ou anemia aplasica podem demorar meses para conseguir recuperacao
hematoldgica completa e, em alguns casos, a pancitopenia grave pode ser fatal
(COUTO, 2003; SHERDING, 2008).
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3. APLASIA MEDULAR

A aplasia medular € uma doenca congénita (ocorre devido a um fator genético),
ou adquirida (causada pela utilizacdo de certos medicamentos ou drogas ilicitas),
caracterizada pela deficiéncia medular, ou seja, disfuncdo da medula 6ssea, sendo tal
doenca separada em dois niveis, a moderada e a grave (BRANCO, Mlllena et al, 2009).

A avaliacdo de medula 6ssea é indicada quando sdo detectadas alteracfes em
sangue periférico incapazes de serem explicadas em um hemograma (GRINDEM et al.,
2002). As indicacbes mais comuns incluem neutropenia ou trombocitopenia
persistentes, trombocitose ou policitemia inexplicadas, anemias arregenerativas ou uma
combinacdo de algumas destas informacdes, além da presenca de células atipicas em
sangue periférico (HARVEY, 2001; WILLARD e TVEDTEN, 2004). Outras situagdes
nas quais o mielograma é indicado sdo em casos de reacbes celulares atipicas,
hiperproteinemia secundaria a gamopatia monoclonal, hipercalcemia inexplicada,
mieloma multiplo ou metastases em medula dssea (HARVEY, 2001; GRINDEM et al.,
2002).

A frequéncia das causas de pancitopenia e aplasia medular varia de acordo com
a regido. Embora na maioria das vezes a pancitopenia seja atribuida a erliquiose em
nosso meio, nem sempre é possivel confirmar a causa desta condicdo. (MORAES,
Livia, 2010).

A anemia aplastica é na realidade uma hipoplasia medular e ndo uma aplasia
propriamente dita, o que seria incompativel com a vida (WILLIAMS, 1998; YOUNG,
2002; PITA et al., 2008). E uma doenca caracterizada pela deficiéncia na producio de
células sanguineas pela medula 6ssea, dificultando a producdo destas e a doenca pode
ser classificada em dois niveis, de acordo com suas manifestacdes clinicas: moderada e
grave. A hematopoese € a producao das células sanguineas na medula 6ssea, 0 processo
inicia-se a partir de uma stem cell (célula tronco). Na aplasia medular ocorre a
pancitopenia (diminuicdo da producdo dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas), sem
evidéncias de células imaturas ou malignas invadindo o tecido hematopoiético e
deficiéncia de vitamina B12, folatos, ferro e outras substancias hemoformadoras
(WILLIAMS, 1998; YOUNG, 2002; PITA et al., 2008).
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4. CELULAS TRONCO

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

A terapia celular é um conjunto de métodos e abordagens tecnoldgicas que
propbe a transferéncia de células com fins terapéuticos para diversas doencas com a
expectativa de que estas proliferem, se diferenciem ou segreguem fatores que
promovam a regeneracdo dos tecidos lesados. Quando realizada, produz uma série de
fatores que podem ser a favor ou contra o processo (SINGH & WILLIAMS 2008;
ROCHA et al., 2012; MULLER, 2013; ERIDANI, 2014)

Todas as células presentes no corpo adulto, derivam de uma célula tronco, a
célula ovo ou zigoto, que por divisdes e diferenciacbes sucessivas, gera células
especializadas como as da pele, dos 0ssos, das cartilagens, do sangue, dos musculos e
do sistema nervoso. O potencial de diferenciacdo e de auto renovacdo faz com que os
cientistas busquem nas células tronco a possibilidade de encontrar a cura para muitas
doencas, a partir de terapias que possibilitam o reparo de tecidos ou 6rgaos danificados
por grupos de célula tronco. (GONCALVES;. 2010)

O sistema hematopoiético é formado por 6rgdos hemoformadores (medula déssea,
ganglios linfaticos, baco e figado), sendo, nos adultos, o principal, a camada medular do
esterno, e 0sso iliaco o qual contem a medula dssea constituida pelo estroma e células
hematopoiéticas as quais originam-se de células-tronco (stem cell) (OLIVEIRA, 1990;
ZANICHELLI et al., 1995; JAMRA, LORENZI, 1997; GOLDESTEIN, 1998).

Parte deste sistema também € o sangue, o qual é formado por uma porcéao
liquida, denominada plasma e por células em suspensdo, denominadas eritrocitos,
leucdcitos e plaquetas, os quais devem circular em concentracGes diferenciadas,
permitindo elaborar suas fung¢bes no organismo (GOLDESTEIN, 1998).

No animal adulto normal sdo produzidos diariamente cerca de 2,5 x 10°
eritrocitos, 1 x 10° granulécitos e 2,5 x 10° plaquetas por grama de peso corporal.
(Thrall, 2005)

A medula 6ssea vermelha também é um tipo especial de tecido conjuntivo
altamente vascularizado, formado principalmente por fibras reticulares, que fornecem

sustentacdo e células hematopoéticas. Ela estd presente nas cavidades medulares dos
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0ss0s sendo que nas criangas é encontrada na maioria dos 0ssos e nos adultos sua
quantidade diminui, estando presente nos 0ssos chatos do corpo (esterno, costelas, 0ssos
do créanio), nas vértebras, nos 0ssos pélvicos, na tibia, na clavicula, nas epifeses do
fémur e do umero (ossos longos). Nos adultos ocorrem 2 tipos de medula Ossea: a
vermelha e a amarela. A medula 6ssea vermelha é a hematopoética, sua cor é devida a
quantidade de eritrécitos e seus precursores. A medida que vai envelhecendo, este tipo
de medula é progressivamente substituida por gordura, tornando-se amarela.

Entretanto, caso haja necessidade de se aumentar a producéo de sangue a medula
Ossea amarela pode voltar a se tornar vermelha. Na medula vermelha ocorrem trés
populagbes principais de células tronco: célula tronco hematopoéticas; células
progenitoras comprometidas e células em amadurecimento. A célula tronco
hematopoética € multipotente, pequena e mononucleada, com potencial para
diferenciar-se em qualquer célula sanguinea. (GONCALVES; BRANCALAO. 2010)

Em 2001, as células estaminais mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo
foram isoladas, pela primeira vez, a partir de um lipoaspirado humano. Posteriormente,
esta fonte celular foi alvo de enorme interesse pela comunidade cientifica. (ZUK et al.,
2001; SPENCER & LOPEZ, 2011; FILHO et al., 2013; REQUICHA, 2013). Quando
comparadas com as células tronco derivadas da medula dssea, as células tronco
derivadas do tecido adiposo sdo igualmente capazes de se diferenciar em células e
tecidos de origem mesodérmica (BAJADA et al., 2008; MARTINELLO et al., 2011).

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

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

O isolamento de células tronco derivadas do tecido adiposo € realizado através
de processos de digestdo enzimatica do tecido com enzimas como a colagenase. O
tecido adiposo digerido é composto por células tronco de origem mesenquimatosa,

células endoteliais, mondcitos, macréfagos, mastocitos, pré-adipécitos, fibroblastos e
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células musculares. O uso terapéutico desta fracdo celular mista pode oferecer
beneficios para o animal, porém o nimero de células tronco de origem mesodermica,
bem como de todos os componentes celulares da fracdo vascular é varidvel entre
individuos (ZUK et al., 2001; MAMBELLI et al., 2009; RIORDAN et al., 2009).

O papel das células tronco adiposas na Medicina Regenerativa pode estar mais
relacionada a sua capacidade de modular a imunidade e/ou inflamacg&o, do que para 0s
seus potenciais de diferenciacdo (BAJADA et al., 2008; SPENCER & LOPEZ, 2011;
FILHO et al., 2013).

O uso terapéutico das células tronco ainda é questionado pela falta de
protocolos, tanto sobre a melhor forma de isolamento, vias (intravenosa ou
intralesional) e doses de administracdo para cada problema em especifico. Sabe-se que
as células tronco possuem a capacidade de migrar até aos o6rgdos e tecidos lesados
(biodistribuicéo) e, além disso, usufruem de fortes propriedades imunomoduladoras (Le
blanc & Pittenger, 2005). Estudos demonstraram a acdo paracrina das células tronco
através da secrecdo de citocinas. Esta acao influencia as células adjacentes, aumentando
a sobrevida celular e ativando mecanismos enddgenos de regeneracdo (GNECCHI et al.,
2008; BURDON et al., 2011).

As CTA sdo denominadas multipotentes e, ao contrario do que se acreditava
inicialmente, ndo estdo envolvidas apenas no processo de reparacdo e homeostase dos
tecidos dos quais sao isoladas, mas também possuem diversos efeitos paracrinos, que
contribuem para a recuperacdo e a regeneracdo de outros tipos celulares e tecidos do
organismo (SOUZA et al. 2010), pois essas células produzem e secretam uma ampla
variedade de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que atuam de forma
paracrina na regeneracdo do tecido in vivo (CAPLAN & DENNIS, 2008).

Para que uma populacdo de células seja considerada célula tronco, ela deve
obedecer a no minimo trés pré-requisitos segundo a International Society for Cellular
Therapy: 1. Serem plastico-aderentes quando mantidas em condicGes de cultura; 2.
Serem positivas para CD105, CD73 e CD90, e 3. negativas para CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR (DOMINIC; LE BLANCK, MULLER, 2006).
Contudo, dependendo da fonte da qual sdo obtidas, métodos de isolamento celular e
caracteristicas da cultura, a expressdo desses marcadores pode ocorrer de forma variada.
As células tronco adultas também podem expressar outras proteinas de superficie como:
CD44, CD71 (receptor de transferrina), Stro-1, fibronectina, vimentina, CD73 (ecto-5’-
nucleotidase, SH3 e SH4), entre outras. (GRONTHOS et al., 2001; SABATINI et al .,
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2005). Ainda sdo necessarios mais estudos para elucidar a variabilidade de expressao
de diversos marcadores serem capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrécitos
e adipdcitos (DOMINIC; LE BLANCK, MULLER, 2006).

Como visto anteriormente, a medula dssea é a fonte mais comum de células
tronco, porém populacdes similares também foram obtidas de outras fontes, como o
sangue do corddo umbilical, placenta, liquido amniético, derme, figado, baco (BIANCO
& COSSU; 1999), polpa dentéria (KERKIS et al, 2012) e tecido adiposo (ZUK, 2001).
Dentre essas fontes, destaca-se o0 tecido adiposo, que oferece mais vantagens, em
comparagdo a outras fontes, por apresentar baixo risco para doadores, elevado nimero
de células tronco maduras (é possivel coletar de 100 mL até 1 L de tecido adiposo) e por
ser capaz de manter seu potencial proliferativo de oito a dez passagens sem qualquer
deterioracdo detectdvel em sua capacidade de autorrenovacdo, além da auséncia de
rejeicdo imunolégica (GRUBER et al, 2012).

O tecido adiposo é de origem mesodérmica e contém uma populacdo celular
estromal heterogénea. O mesoderma surge durante a gastrulagdo como camada média,
entre o endoderma e ectoderma. O mesoderma embrionario da origem a varios tipos de
musculos incluindo o cardiaco, todo tecido conjuntivo, 0s vasos sanguineos e o sangue e
vasos linfaticos (ZUK et al., 2001).

Segundo Zannetino et al (2010), o nicho das células tronco de tecido adiposo
localiza-se na regido perivascular, sendo composto pelos vasos sanguineos em
associacdo com celulas de tecido conjuntivo, adiposas, estromais, diversos progenitores
e célula tronco.

A International Fat Applied Technology Society (IFATS) prop6s, em Pittsburgh,
uma nomenclatura padronizada em 2004, adotando o termo “ASC” do inglés “adipose
stem cells”, para se referir a populagdo de células multipotentes aderentes isoladas da
fragdo do estroma vascular (DAHER et al., 2008) As células tronco maduras do tecido
adiposo foram isoladas e caracterizadas em humanos e em espécies animais (BIANCO
& COSSU, 1999).

Similarmente a medula dssea, as células tronco do tecido adiposo tém um amplo
potencial de diferenciacdo nos variados tipos celulares, como adipogénica, condrogéni -
ca, osteogénica, miogénica, angiogénica, neurogénica, miogénica e cardiomiogénica
(STREM et al., 2005). No entanto, a taxa de sucesso de isolamento é de 100% e o
rendimento do tecido adiposo é 40 vezes maior que a medula 6ssea (KERN et al.,

2006). Além disso, a quantidade de células ndo parece diminuir com a idade, tornando
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esse tipo de célula atraente para o isolamento de células tronco mesenquimais e
progenitores (DIMUZO et al., 2007).

As células tronco sdo assim fundamentais no desenvolvimento e na manutengdo
da vida e, por isso, se apresentam distribuidas no corpo adulto, como ocorre no interior
das cavidades de ossos, onde encontramos as células tronco hematopoéticas que
originam todas as células sanguineas e também sdo capazes de originar células ndo
sanguineas, como células musculares estriadas cardiacas, células musculares lisas, e
células endoteliais. (GONCALVES; BRANCALAO, 2010)

Para compreender todos os aspectos das células tronco hematopoéticas €
necessario analisar de forma ampla e sequencial suas caracteristicas morfologicas e
funcionais, bem como o0s beneficios que podem trazer para a humanidade.
(GONCALVES; BRANCALAO, 2010)
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5. APRESENTACAO DO CASO CLINICO
5.1. RELATO DE CASO

Um cédo, da raca Buldog Francés, com 4 anos e 6 meses, pesando 10,6kg foi
atendido em uma clinica em Campina Grande — PB, apresentando dermatite severa. A
tutora relatou, que o animal havia sido diagnosticado para Erliquiose ha dois meses,
porém, ele que ndo apresentava melhora. Apos analise terapéutica, verificou-se que o
animal estava sendo tratado com subdose de doxiciclina, advindo de tratamento

inadequado por parte do outro profissional.

Figura 3: Paciente Buldog Frances apresentando dermatopatia generalizada.

Entdo foram socicitados exames laboratoriais complementares, tais como:
eritrograma, leucograma e plaquetograma e teste da ponta de orelha, a fim de confirmar
o0 diagndstico e a queixa principal da tutora, a qual foi confirmada. Dessa maneira, a
dose de Doxiciclina foi reajustada e adicionado ao protocolo Omeprazol (Gaviz®
10mg), como também, o tratamento para dermatite, uma vez que suspeitavamos que a
causa primaria da dermatite seria a Erliquiose. No segundo encontro, o animal retornou,
apresentava vomitos apds a administracdo do medicamento, sendo adicionado a sua
terapéutica o Ondrasetona (Vonau® 4mg), Suplemento Nutricional (Glicopet®), e

manteve a Doxixiclina (Doxifin® 100mg) e omeprazol (Gaviz® 10mg), por mais 16
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dias. No terceiro encontro, o animal retorna com uma piora significativa quanto ao
problema de pele. Seu leucograma apresentava piora significativa quanto ao seu
problema de pele. Seu hemograma apresentava Anemia Microcitica Hipocromica
Arregenerativa. Leucopenia por Eosinopenia, Linfopenia, Monocitopenia Absolutas e

Trombocitopenia. (Ver tabela 1).

0
Data 327785/02?1"2 Valores de Referéncia
Hematimetria (x1012/L) 4,73 55-8,5
Hemoglobina (g/L) 106 120 - 180
Volume Globular (L/L) 0,38 0,37 — 0,55
VGM (fL) 22,8 60 — 77
CHGM 27,8 32 - 36,
Plaquetas 22 200 - 500
Leucdcitos (x10/L) 2,5 617
Eosinofilos 0,07 0,1-1,25
Linfocitos 0,4 1-48
Monacitos 0,1 0,15-1,35
Granul6citos
(Neutrofilos) 2,0 3-115
Tabela 1

Entdo iniciou-se um tratamento para a pele com imunoestimulante Timerovac
com Células inativadas de Propionibacterium acnes (Infervac® 1ml), com aplicacdes
semanais, Timodulina (Leucogem® 80mg), Ivermectina (Metamax®), banhos com
sabonete Protex e Clorexidina 3g (Hexadene® sepullites™), como também, foi
realizado um exame para diagnostico de Leshimania (coleta da medula 6ssea — exame
PCR), o qual foi negativo para tal. No quarto encontro o paciente apresentou o

resultado do Hemograma inalterado. (ver tabela 2), com melhora clinica em sua pele.

Data ‘;04785/02?{8 Valores de Referéncia
Hematimetria (x10%2/L) 3,2 55-8,5
Hemoglobina (g/L) 102 120 - 180
Volume Globular (L/L) 0,43 0,37 -0,55
VGM (fL) 51,6 60— 77
CHGM 21,3 32 - 36,
Plaguetas 38 200 - 500
Leucdcitos (x10/L) 0,7 617
Eosinofilos 0,01 0,1-1,25
Linfécitos 0,2 1-48
Mondcitos 0,6 0,15-1,35
Granulécitos
(Neutrofilos) 0.5 3-115
Tabela 2
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No quinto encontro, Bruce retorna apatico, com mucosas palidas e inapetente, ao
realizar novamente o hemograma, Leucograma e Plaquetograma, apresentaram-se
Anemia Microcitica Hipocrdmica Arregenerativa. Leucopenia por Eosinopenia,

Linfopenia, Monaocitopenia e Trombocitopenia (ver tabela 3).

(0]
Data 523?82/02?{ g Valores de Referéncia
Hematimetria (x10%2/L) 3,2 55-8,5
Hemoglobina (g/L) 102 120 - 180
Volume Globular (L/L) 0,43 0,37 - 0,55
VGM (fL) 51,6 60— 77
CHGM 21,3 32 - 36,
Plaguetas 38 200 - 500
Leucadcitos (x10/L) 0,7 6-17
Eosinofilos 0,01 0,1-1,25
Linfécitos 0,2 1-48
Mondcitos 0,6 0,15-1,35
Granulécitos
(Neutrofilos) 0.5 3-115
Tabela 3

Entdo foi feita coleta sanguinea para exame tumoral através do Antigeno
Prostatico Especifico pela técnica de -eletroquimioluminescéncia, resultando em
0,01mg/ml (negativo), onde o valor de referéncia € de até 2,50mg/ml, bem como, coleta
de soro para 0 CEA — Antigeno Carcino-Embrionaro, onde resultou em 0,50mg/ml
(negativo), onde o valor de referéncia € inferior ou igual a 5,00mg/ml, através da técnica
eletroguimioluminescéncia. Também foi realizada uma puncdo aspirativa de medula
esternal, o qual foi observado hipocelularidade severa, compativel com hipoplasia
mieloide intensa, hipoplasia eritrocitaria e hipoplasia megacariocitica. Entdo diante do
quadro clinico, iniciou-se um tratamento a base de Carbonato de Litio 4mg/kg, durante
30 dias, sendo monitorado através da contagem de Carbonato de Litio Sérico, devido
aos seus efeitos colaterais, onde o resultado encontrado foi de 0,4mmol/L, o qual do
valor terapéutico € entre 0,6 a 1,2 mmol/L, medido através do método do colorimétrico.

Também foram realizados exames bioquimicos de Ureia, ALT (Alanina
Aminotransferase), FA (Fosfatase Alcalina), Creatinina, onde 0s mesmos derem dos

padrbes normais (ver tabela 4).

Exames 5% encontro Valores de Referéncia
FA 50 10-92
ALT (Ul) 11 10 - 88
Creatinina (mg/dL) 0,7 05-15
Ureia (mg/dL) 34,1 15-40
Tabela 4
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No sexto encontro, além da transfusdo sanguinea, foi retirado um fragmento de
tecido adiposo do animal, com auxilio de um punch, e enviado para um laborat6rio em
Sao Paulo, para uma clinica de cultivos celular, objetivando a producdo de células
tronco para tratamento da hipoplasia medular, pois, € a partir desse tecido que é
produzida as células tronco, como ja citado no capitulo anterior.

Quase um més apos o Ultimo hemograma, foi realizado um novo hemograma e

eritrograma apresentaram valores dentro das normalidades. (Ver tabela 5).

Data 7202785/02?{2 Valores de Referéncia
Hematimetria (x10%2/L) 6,34 55-8,5
Hemoglobina (g/L) 153 120 - 180
Volume Globular (L/L) 0,49 0,37 -0,55
VGM (fL) 24,4 60 — 77
CHGM 30,8 32 - 36,
Plaguetas 328 200 - 500
Leucdcitos (x10/L) 0,9 617
Eosinofilos 0,04 0,1-1,25
Linfécitos 1,6 1-48
Mondcitos 0,5 0,15-1,35
Granuldcitos
(Neutrofilos) 6.9 3-115

Tabela 5
Entdo no dia 25/05/2016 foi realizada a primeira aplicacdo de células tronco,
feitas a partir do tecido adiposo do animal, onde foi injetado 1 ml de células tronco
dissolvidas em 5 ml de Solucao fisiolégica em por via endovenosa. No dia 02/06/2016,
foi realizado exames de Hemograma, Leucograma e um Plaquetograma, onde o0s
resultados foram: Anemia Microcitica Hipocrdmica regenerativa. Leucopenia por

Eosinopenia, Linfopenia, Monocitopenia Absolutas e Trombocitopenia (Ver tabela 6).

0
Data %;gg/c;r(])t{g Valores de Referéncia
Hematimetria (x10'2/L) 2,11 55-85
Hemoglobina (g/L) 45 120 - 180
Volume Globular (L/L) 0,16 0,37 - 0,55
VGM (fL) 21,3 60 — 77
CHGM 26,6 32 — 36,
Plaguetas 58 200 — 500
Leucdcitos (x10/L) 4,9 617
Eosinofilos 0,17 0,1-1,25
Linfocitos 1,1 1-48
Mondcitos 0,3 0,15-1,35
Granuldcitos
(Neutrofilos) 3,5 3-115
Tabela 6
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Por fim, vinte e um dias ap6s a primeira aplicacdo das células tronco, houve a
segunda aplicacdo, com a mesma quantidade e concentracdo da primeira dose, porém
apos 24h a aplicacdo, o animal teve parada cardiorrespiratoria e morreu. Porém, antes de
morrer foi realizado mais um hemograma completo e apresentou 0s seguintes valores:
Leucdcitos 11.500,00x10/L, VG de 11,8%, Heméacias de 6,8x10%u/L e Plaqueta de
6000mm3. Sendo assim, o tratamento com células tronco ndo foi responsivo para este

Caso.
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6. DISCUSSAO

O diagndstico de Ehrlichiose surgiu devido as alteragcBes observadas pelo
resultado do hemograma, através da anemia microcitica hipocrémica regenerativa, e
Leucopenia com DNNE por linfocitopénia e monocitopenia absolutas degenerativas, e
trombocitopenia, além de ter encontrado Corpusculo de Inclusdao “morulas” nos
monocitos no teste de ponta de orelha. Analisando-se os resultados de primeiro
hemograma (27/01/2016), observou-se uma anemia severa através do baixo valor do
hematocrito. No leucograma observou-se desvio dos neutrofilos a esquerda, indicando
ser degenerativa a leucopenia, que poderia ser explicado pela instalacdo de um processo
infeccioso no organismo do animal, reforcado pela constatacdo da leucopenia e
neutropenia. Contudo, a presenca de monocitopenia reforcava estes achados.

A linfopenia pode ocorrer em situacGes de estresse, inflamacdes, doencas
debilitantes ou infecgcdes virais. Segundo Breitschwerdt (2004), na fase aguda da
erliquiose pode ocorrer a formagdo de anticorpos eritrocitarios, que contribuem para
uma crise hemolitica aguda, resultando em uma anemia regenerativa, porém néo foi no
caso em questdo. Devido ao baixo valor de hematocrito, foi efetuada transfusdo
sanguinea, conforme recomendado por Cohn (2003). Mesmo ap06s a realizacdo de
transfusdo sanguinea, o valor do hematdcrito permaneceu baixo, o que pode indicar que
a causa da anemia permanecia atuando, fazendo com que o animal continuasse a perder
eritrocitos.

Foram entdo solicitados exames de dosagem de uréia e creatinina para avaliar a
funcdo renal. Com relacdo aos exames bioquimicos realizados na mesma data,
observaram-se resultados dentro dos valores normais, ndo indicando comprometimento
renal ou hepatico, em primeira anélise.

Observou-se também trombocitopenia. Segundo Breitschwerdt (2004), a
trombocitopenia € a alteracdo hematologica mais consistente na erliquiose aguda ou
crénica. Como citado em WEISS, (2000), foi observada, linfopenia.

Diante desses achados, passou-se a suspeitar de erliquiose. Solicitou-se pesquisa
de hematozoarios, e deu-se inicio ao tratamento contra esta doenca. Segundo Cohn
(2003), cédes com sinais clinicos sugestivos e anormalidades laboratoriais compativeis
podem iniciar com o tratamento mesmo sem a realizacdo de exames especificos. O
tratamento instituido (doxiciclina 10 mg/kg, BID., por 21 dias) preconizado pelo autor

Breitschwerdt (2004). Segundo o mesmo autor, poder-se-ia também administrar

31



tetraciclina 22 mg/kg, TID, por 14 dias. Outra alternativa (COUTO; NELSON, 1998)
seria 0 Omeprazol, uma vez ao dia, durante 21 dias.

Prescreveu-se também para o tratamento para a pele com Timerovac com
Células inativadas de Propionibacterium acnes, com aplicacdes semanais, Timodulina
uma vez por semana e banhos com sabonete Protex e Clorexidina 3g duas vezes por
semana.

Apesar de Breitschwerdt (2004) relatar que as morulas sdo observadas
ocasionalmente durante a fase inicial da infeccdo e raramente em infec¢bes crénicas,
neste caso as mesmas puderam ser visualizadas.

Mesmo apds o tratamento indicado pelas literaturas, ja citadas anteriormente,
ndo se percebeu melhora no quadro da pancitopenia do animal, o qual se fez necessario
uma puncao aspirativa no externo do animal, que veio a comprovar a pancitopenia
celular, o que levou a pesquisa de tratamento alternativo para este quadro.

Entdo, como alternativa na tentativa de sanar essa enfermidade, foi indicado
transplante de células tronco a partir do préprio tecido adiposo do animal, onde a priori
seriam realizadas 3 aplicacdes, intercaladas, isto é, a cada 21 dias, porém mesmo com
uma melhora minimas ap6s a primeira aplicacdo, 24 horas apds a segunda aplicacdo o
animal morreu devido a uma parada cardiorrespiratoria. Para ver os valores dos
hemogramas e compara-los, ver tabela 7.

Logo, ha uma forte inclinacdo a nos levar a afirmar que a morte deste animal se
deu pelo fato de que o tratamento realizado com células tronco tenha sido tardio, isto é,
apos varios tratamentos como ja citado anteriormente, uma vez que, este animal ja teria
vindo de um tratamento anterior com falha em sua terapéutica ha mais de dois meses.
Porém, os que nos leva a ndo poder afirmar com veeméncia que o animal teria
sobrevivido ao tratamento se tivesse sido realizado em tempo habil é o fato de ndo haver

dados/ referéncias sobre até que ponto (nivel de aplasia), essa terapéutica seria eficaz. L
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Data 27/01/2016 | 24/02/2016 | 23/04/2016 | 22/05/2016 | 02/06/2016 Valores de
3% encontro | 4°encontro | 5°encontro | 7° encontro | 8° encontro Referéncia
Hematimetria
(x102/L) 4,73 3.2 1,59 6,34 2,11 55-85
Hemoglobina 106 102 35 153 45 120 - 180
(g/L)
Volume Globular 0,38 043 0,12 0,49 0,16 0,37 -0,55
(L/L)
VGM (fL) 22,8 51,6 22 24,4 21,3 60 — 77
CHGM 27,8 21,3 26 30,8 26,6 32 — 36,
Plaguetas 22 38 20 328 58 200 - 500
Leucdcitos (x10/L) 2,5 0,7 0,6 0,9 49 6-17
Eosindfilos 0,07 0,01 0,01 0,04 0,17 0,1-1,25
Linfocitos 0,4 0,2 0,1 1,6 1,1 1-48
Mondcitos 0,1 0,6 0,1 0,5 0,3 0,15-1,35
Granuldcitos
(Neutrofilos) 2,0 0,5 0,4 6,9 3,5 3-115
FA - - 50 - - 10-92
ALT (UI) - - 11 - - 10-88
Creatinina
(mg/dL) - - 0,7 - - 05-15
Ureia (mg/dL) - - 34,1 - - 15-40
Tabela 7
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7. CONCLUSAO

Podendo ser considerada como uma linha de pesquisa recente na area da
Medicina Veterinaria, a terapias com celulas tronco ainda se torna inacessivel para
grande parte da populacdo animal enferma, uma vez que, esse tratamento requer um
valor financeiro bem elevado.

O fato de ndo haver estatisticas sobre a terapéutica com células tronco em
animais, é o fator que mais dificultou dados sobre a taxa de sobrevivéncia e mortalidade
de animais que utilizam essa terapéutica como objeto da cura de suas enfermidades.

Ao observarmos os exames do paciente em estudo, vemos uma leve recuperagéo
das células medulares, porém tudo leva a crer que, o tratamento tardio ndo permitiu que
sua enfermidade tenha sido sanada. Entdo partindo desse ponto de vista, nos leva a
varias inquietacdes, tais como: até que grau de enfermidade essa terapéutica responde
com eficacia? Qual é a dose ideal para cada doenca em especificas? Qual o melhor tipo
de isolamento celular e para qual doenga? Qual a melhor via de transplante, a escleral
ou a endovenosa? Ou se ha uma terceira via melhor? Qual a dose ideal para transplantar
em cada doenca?

Logo, se faze necessario, estudos mais aprofundados para que amplie o leque de
conhecimentos, pois ainda ha bastante enfermidades a serem elucidadas, que possam a
serem estacionadas, melhoradas ou sanadas com novas descobertas nessa area, pois tais
conhecimento nédo sé traz beneficios aos animais, mas também ao homem, a exemplo de

outros estudos.

34



5. BIBLIOGRAFIA

1 - BYDLOWSKI, S. P., DEBES, A. A.,, MASELLI, L. M. F., & Janz, F. L. (2009).
Caracteristicas bioldgicas das células-tronco mesenquimais. Revista Brasileira de
Hematologia E Hemoterapia, V.31, P. 25-35. http://doi.org/10.1590/S1516-
84842009005000038

2 - MALARD, P. F., Veterinaria, M., Cell, B. I. O., Celular, T., Xavier, C., Veterinério,
M., ... Bosco, D. (n.d.). Hipoplasia Medular Eritroide Imunomedia Tratada

com Células-Tronco Mesenquimais — Relato de caso, (3), P. 4-6.

3 - MORAES, L. F., & TAKAHIRA, R. K. (2010). Aplasia Medular em Cées. Revista
de Ciéncias Agroveterinarias, V. 9(1), P. 99-108.

4 - BYDLOWSKI, S. P., DEBES, A. A., MASELLI, L. M. F., & JANZ, F. L. (2009).
Caracteristicas bioldgicas das células-tronco mesenquimais. Revista Brasileira de
Hematologia E Hemoterapia, V. 31, P. 25-35. http://doi.org/10.1590/S1516-
84842009005000038

5 - MALARD, P. F., Veterinaria, M., Cell, B. I. O., Celular, T., Xavier, C., Veterinario,
M., ... Bosco, D. (n.d.). Hipoplasia Medular Eritroide Imunomedia Tratada

com Células-Tronco Mesenquimais — Relato de caso, N° (3), P. 4-6.

6 - MORAES, L. F., & TAKAHIRA, R. K. (2010). Aplasia Medular em C&es. Revista
de Ciéncias Agroveterinarias, 9(1), 99-108.

7 - FELDMAN B F. Nonregenerative anemia. In: ETTINGER S J., FELDMAN E C.
Textbook of veterinary internal medicine. 6. ed. St. Louis: Elsevier Saunders, V.
2 2005. P. 1913- 1916.

8 - LUCIDI, C. A, TAKAHIRA R. K. Uso do estimulante de coldnia de granulécitos
nas neutropenias em cées e gatos. Ciéncia Rural, Santa Maria, V.37, P. 915-920,
2007.

35



9 - WEISS D J. New insights into the physiology and treatment of acquired
myelodysplastic syndromes and aplastic pancytopenia. The Veterinary Clinics of
North America - Small Animal Practice, Philadelphia, V.33, P. 1317- 1334,
2003.

10 - BRANDAO, L. Hemoparasitoses em cdes e gatos: aspectos clinicos e
laboratoriais. = MERIAL  Saide  Animal, 2010. Disponivel em:
<http://www.tecsa.com.br/media/file/pdfs/palestras¥%20Jornada%20PET/Diag_%?2
0e%20tratamento%20das%20Hemoparasitoses%20Dr%20Leonardo%20Brandao
%202010.pdf> Em: 23/07/2016

11 - BULLA, C.; TAKAHIRA, R.K.; ARAUJO JR, J.P.; TRINCA, L.A.; LOPES, R.S,;
WEIDMEYER, C.E. The relationship between the degree of thrombocytopenia
and infection with Ehrlichia canis in na endemic area. Veterinary Research,
V.35, P:141-146, 2004a.

12 - MASSARD, C.L.; FONSECA, A.H. Carrapatos e doenca transmitidas, comuns
ao homem e aos animais. A Hora Veterinaria, ano 23, N.137, P.15-23, 2004.

13 - PEREIRA, J.C. Erlichiose canina. Monografia de Especializacdo em Clinica e
Cirurgia de Pequenos Animais, Universidade Castelo Branco, S&o José do Rio
Preto, S&o Paulo, 2006, 20p

14 — SERGIIO, P. BYDLOWSKI, ADRIANA, A. DEBES, LUCIANA M. F. Maselli
FELIPE L. JANZ. Caracteristicas bioldgicas das células-tronco mesenquimais.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. 31, 21-30.

15 - SSHWINDT, et al. Proliferar ou diferenciar? Perspectivas de destino das células-

tronco — Artigo de Revis&o. Jornal Brasileiro de Neurocirurgia. V. 16. P.13-19.

16 - ANTONIO, N.S.;: OLIVEIRA, A.C.; ZAPPA, V. Babesia canis: relato de caso.
Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria, ano VII, n.12, Janeiro de
2009.

17 - BULLA, C.; TAKAHIRA, R.K.; ARAUJO JR, J.P.; TRINCA, L.A.; LOPES, R.S,;
WEIDMEYER, C.E. The relationship between the degree of thrombocytopenia
and infection with Ehrlichia canis in na endemic area. Veterinary Research,
v.35, p:141-146, 2004.

36



18 - DUMLER, J.S.; BARBET, A.F.; BEKKER, C.P.J.; DASH, G.A.; PALMER, G.H,;

RAY, S.C.; RIKIHISA, Y.; RURANGIRWA, F.R.. Reorganization of genera in
the families Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the order Rickettsiales:
unification of some species of Ehrlichia with Anaplasma, Cowdria with
Ehrlichia and Ehrlichia with Neorickettsia, description of six new species
combinations and designation of Ehrlichia equi and ‘HGE agent’ as subjective
synonyms of Ehrlichia phagocytophila. International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology, v.51, p:2145-2165, 2001.

19 - TAKAHIRA, R. Babesiose e hemobartonelose. Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Sao Paulo, 2010.

20 - ALBERT, B.; JOHNSON, A.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; WALTER,

P. Biologia molecular da célula. Artmed.S&o Paulo. Ed. 4. 2004.

21 - VOLTARELLLI, J. C. Transplante de células-tronco hematopoiéticas para doencas
auto-imunes no Brasil. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. N. (24) P. 9-13. 2002.

24 - COWELL, R. L,; TYLER, R. D.; MEINKOTH, J. H.; DENICOLA D. B;

25—

26

Diagnéstico citoldgico e hematologia de cées e gatos. Saunders 2009

MALARD, Patricia Furtdo.Hipoplasia Medular Eritroide Imunomedia Tratada com
Células-Tronco Mesenguimais — Relato de caso. Revista Bio Cell Terapia
Celular. (1) 2016.

— CASTILHOS, Bruno de Queiroz. MIELOGRAMA: AVALIACAO

LABORATORIAL E APRESENTAC;AO DE CASO CLINICO. Monografia.
Curitiba.

37



