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RESUMO

PEREIRA, Marillac R. Leal. Uso da terapia celular no tratamento de hipoplasia
medular em cé&o portador da leishmaniose visceral canina: relato de caso - 2021.
68 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao) — Curso de Medicina Veterinaria,
Centro Universitario Luterano de Palmas, Palmas/TO, 2021.

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca de distribuicdo mundial,
sendo essa a forma mais severa dentre as leishmanioses. E uma doenca de grande
importancia para a saude publica pois é de carater zoonética, podendo ser transmitida
ao ser humano, sendo conhecida popularmente como Calazar. A forma visceral da
leishmaniose é causada pelo protozoario do género Leishmania sp., e no Brasil, o cdo
€ a espécie de maior prevaléncia da doenca, e possui um papel importante na
distribuicdo da infecc&o no local. O aspecto clinico da leishmaniose pode variar de um
estado aparentemente sadio a um estado severo, levando o animal a morte. O que
vai determinar a gravidade dessas manifestacfes sera a resposta imunolégica do
infectado, a viruléncia do parasita, o estado nutricional e a baixa idade do paciente. O
diagndstico da doenca é dificil, pois as manifestacdes clinicas sdo compativeis com
outras doencas devido as variedades de sinais clinicos que o portador de
leishmaniose pode apresentar. Existem uma variedade de testes que ajudam a
diagnosticar a doenca, como 0s testes parasitol6gicos, moleculares e soroldgicos.
Além desses, o mielograma tem sido muito utilizado para avaliacdo da medula 6ssea
guando existe anormalidades no sangue, e para achados de hemoparasitoses. O
mielograma € um exame utilizado para a avaliacdo microscopica da medula 6ssea, e
para averiguar a funcionalidade da hematopoiese e das caracteristicas medulares. E
um meétodo muito eficiente para o diagnostico da LVC, e usado como fonte de
pesquisa para avaliar parametros que apontam a gravidade da doenca. No Brasil,
diferentes protocolos de tratamentos vém sendo utilizados nos cdes que testam
positivos para leishmaniose visceral, e muitos com bases em estudos realizados na
Europa. Uma terapia que tem sido implementada na medicina veterinaria € a utilizagéo
células-tronco. O objetivo do presente relato € avaliar o uso da terapia com células-
tronco no tratamento da hipoplasia medular de um céao portador de leishmaniose

visceral canina.

Palavras-chave: LVC, hipoplasia medular, mielograma e células-tronco.



ABSTRACT

PEREIRA, Marillac R. Leal. Verwendung von Zelltherapie bei der Behandlung von
medullarer Hypoplasie bei Hunden mit viszeraler Leishmaniose bei Hunden:
Fallbericht - 2021. 68 f. Kursabschlussarbeit (Abschluss) - Veterinarmedizinkurs,
Lutheran University Center of Palmas, Palmas/TO, 2021.

Canine Viszerale Leishmaniose (CVL) ist eine weltweite Verbreitungskrankheit,
die die schwerste Form der Leishmaniose ist. Es ist eine Krankheit von grol3er
Bedeutung fur die o6ffentliche Gesundheit, da sie zoonotischen Charakter hat und auf
den Menschen Ubertragen werden kann, der im Volksmund als Calazar bekannt ist.
Die viszerale Form der Leishmaniose wird durch den Protozoen der Gattung
Leishmania sp. verursacht, und in Brasilien ist der Hund die Art mit der héchsten
Pravalenz der Krankheit und spielt eine wichtige Rolle bei der Verteilung der Infektion
am Standort. Der klinische Aspekt der Leishmaniose kann von einem scheinbar
gesunden Zustand bis zu einem schweren Zustand reichen, der das Tier zum Tod
fuhrt. Was die Schwere dieser Manifestationen bestimmen wird, ist die
immunologische Reaktion der Infizierten, die Virulenz des Parasiten, der
Erndhrungszustand und das geringe Alter des Patienten. Die Diagnose der Krankheit
ist schwierig, da die klinischen Manifestationen aufgrund der Vielfalt der klinischen
Symptome, die der Patient mit Leishmaniose aufweisen kann, mit anderen
Krankheiten kompatibel sind. Es gibt eine Vielzahl von Tests, die helfen, die Krankheit
zu diagnostizieren, wie parasitologische, molekulare und serologische Tests. Dartber
hinaus wurde das Myelogramm haufig zur Beurteilung des Knochenmarks bei
Anomalien im Blut und fur Befunde der Hamoparasitasis verwendet. Myelogramm ist
eine Untersuchung zur mikroskopischen Beurteilung des Knochenmarks und zur
Uberpriifung der Funktionalitat der Hamatopoese und der medullaren Merkmale. Es
ist eine sehr effiziente Methode zur Diagnose von CVL und wird als Forschungsquelle
zur Bewertung von Parametern verwendet, die die Schwere der Erkrankung anzeigen.
In Brasilien wurden verschiedene Behandlungsprotokolle bei Hunden angewendet, die
positiv auf viszerale Leishmaniose getestet wurden, und viele basieren auf in Europa
durchgefiihrten Studien. Eine Therapie, die in der Veterindrmedizin eingesetzt wurde,
ist die Verwendung von Stammzellen. Ziel dieses Berichts ist es, den Einsatz der
Stammzelltherapie bei der Behandlung der medullaren Hypoplasie bei einem Hund mit
viszeraler Leishmaniose bei Hunden zu bewerten.

Schlusselworter: CVL, medullare Hypoplasie, Myelogramm und Stammzellen.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma doenca cronica e de carater zoonético, que
acomete o homem, além de outras espécies de animais, afetando principalmente o
céo. Ela é causada pelo protozoario do género Leishmania, e sua transmisséo ocorre

através da picada dos flebotomineos do género Lutzomya. (VEIGA, 2020).

E uma doenca endémica em varias partes do mundo, estando entre as 6
endemias de maiores prioridades no mundo, e também a mais negligenciada na
atualidade. Ela pode se apresentar na forma assintomética no inicio da doenca, e
evoluir depois para sua forma mais grave, levando o paciente a 6Obito. Dentre as
manifestacbes clinicas mais comumente, podemos citar: dermatites, ulceracoes,
alopecia, hipergueratose, anorexia, apatia, diarreia, linfademomegalia, onigogrifose e
insuficiéncia renal (QUEIROZ, 2009 e JERICO, 2015).

A LVC também pode levar a quadros de doencas aplasicas, pois essas
alteracdes estdo associadas a processos inflamatérios e a infeccdo crénica. Além
disso, ela tem a capacidade de modificar a homeostasia da medula 6ssea, causando
perda da funcdo nas células sanguineas e na sua capacidade de regeneracao,

provocando disfuncées medulares (ALONSO, 2012).

Para o diagnostico da LVC podemos utilizar os testes parasitologicos, 0s
moleculares, o soroldgico e o mielograma. O mielograma é um exame utilizado para
a avaliacdo microscépica da medula éssea, e para averiguar a funcionalidade da
hematopoiese e das caracteristicas medulares. Indicado para o diagnostico de
aplasias, hipoplasias e pancitopenias medulares, e também para achados de
hemoparasitoses como a presenca de Leishmanias na medula 6éssea (MIRANDA,
2020).

A terapia com células-tronco tem sido muito utilizada para fins terapéuticos de
diversas doencas, principalmente das disfun¢cdes medular. Essas células possui a
capacidade de auto-renovacao e diferenciacdo de células especializadas e também
de regeneracao de diferentes tecidos. Para terapia as células mais utilizadas séo as
CTMs, encontradas em tecidos adultos, que podem ser adquiridas através da medula

0ssea, tecido adiposo e do cordao umbilical.
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O presente trabalho tem o objetivo de avaliar o uso da terapia com células-
tronco no tratamento da hipoplasia medular de um cao portador de leishmaniose

visceral canina.



15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca de distribuicdo mundial,
sendo essa a forma mais severa dentre as leishmanioses. Ela pertence ao grupo de
enfermidades parasitarias de carater grave e cronico, podendo ser fatal. E uma
doenca de grande importancia para a saude publica pois é de carater zoondtica,
podendo ser transmitida ao ser humano, sendo conhecida popularmente como
Calazar. Além disso, ela acomete outras espécies como caes, felinos, raposas,
equideos e gambas (MOMO, 2013).

Atualmente a LV tem sido considerada uma doenca emergente e reemergente,
afetando &reas rurais e urbanas, principalmente em regiées com grande densidade
populacional e com péssimas condi¢cfes sanitarias. No Brasil, o cdo é a espécie de
maior prevaléncia da doenca, e possui um papel importante na distribuicdo da
infeccdo no local, pois € o maior hospedeiro doméstico e a principal fonte de
disseminacdo da enfermidade. Os cdes servem como fonte de alimentacdo e de
infeccdo para os insetos, que subsequente transmitem a doenca para o ser humano
e assim torna-se uma nova fonte de infeccdo para o vetor, formando um ciclo de

transmissao da doenca (LAURENTI, 2010; BARROS, 2011).

Segundo o ultimo levantamento do Ministério da Saude, em 2019, o Brasil
apresentou 2.529 casos confirmados de LVC distribuidos em 24 Unidades Federativas
de 5 regibes, onde o Nordeste prevalece como o0 maior registro de casos no Brasil
(49,1%). Porém, o unico municipio que foi classificado como transmissdo muito
intensa fica localizado no Eldorado dos Carajas — Para. As demais regides de maiores
incidéncia como, Roraima, Tocantins, Maranhdo, Para, Ceara, Piaui, Minas Gerais e
Mato Grosso do Sul, receberam a classificacdo de intensa (Figura 1) em relacdo a
taxa de incidéncia e ao niumero absoluto de casos, nos ultimos 3 anos (Ministério da
Saude, 2021).
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FIGURA 1 - Mapa representando as areas de risco da leishmaniose visceral em diferentes

regides brasileiras

indice Composto
Il Muito intenso
Il Intenso
BN Alto

Médio
Bl Baixo

FONTE: Ministério da Saude (2021).

O Tocantins possui altos indices de prevaléncia da LVC no Brasil. Isso ocorre
devido suas caracteristicas climéaticas e ambiental, que sdo favoraveis para o

desenvolvimento do vetor.

2.1.1 Etiologia

A forma visceral da leishmaniose € causada pelo protozoario do género
Leishmania sp., da classe Zoomastigophorea, da ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanosomatidae. Nos paises das Américas as espécies mais encontradas sdo a
Leishmania infantum e a Leishmania chagasi. Porém, através de analises
bioguimicas, foi identificado uma similaridade das espécies L. infantum e L. chagasi,
e dessa forma ficou concluido que as duas espécies sao sindnimas (FREITAS, 2019).
O microrganismo da leishmaniose possui um desenvolvimento intracelular obrigatorio,
com caracteristicas de heteroxeno, unicelular, com presenca de nucleo e DNA
mitocondrial (GRAMICCIA, 2011).
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O ciclo biolégico das leishmania, consiste em uma fase nos hospedeiros
invertebrados, chamadas de formas promastigotas (Figura 2), cuja multiplicacado
ocorre por divisdo binaria no tubo digestivo das fémeas dos flebotomineos e sendo
inoculado através da saliva do mosquito durante o repasto sanguineo. A outra fase se
realiza nos hospedeiros vertebrados, que sao os reservatorios, e a forma amastigotas
(Figura 3) vivem e se multiplicam nos vacuolos parasitéforos dos macrofagos, também
por divisdo binaria (GRAMICCIA, 2011).

FIGURA 2 - Forma promastigota de L. Infantum que podem ser encontradas no tubo digestivo do

vetor

A %

Fonte: GRAMICCIA (2011).
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2.1.2 Transmissao

A transmissédo do parasita para o ser humano e outros hospedeiros ocorre
através da picada de fémeas dos mosquitos flebotomineos. Os mosquitos séo
artropodes dipteros da familia Psychodidae, do género Phlebotomus e Lutzomyia.
Somente as fémeas sdo transmissoras do parasita, sendo elas hematéfagas
obrigatérias com uma longevidade estimada em 20 dias. No Brasil a principal espécie
de transmissdo da LV é a Lutzomyia longipalpis (Figura 4). Sao conhecidos
popularmente por mosquito palha, asa-dura, birigui, tatuquiras, cangalhinha e
mosquito polvora. Sao pequenos insetos que medem de 2 a 3 mm, com coloragao cor
de palha ou castanho claro. Possuem hébitos crepusculares, e as fémeas se
alimentam de sangue para a maturacdo dos ovos. Os mosquitos tem uma maior
incidéncia em locais de matas, serras, florestas, abrigos de animais, peridomicilios,
rios e cavernas. Se desenvolvem em lugares imidos e com baixa luminosidade e rico

em matérias organicas (JERICO, 2015).

FIGURA 4 - Fémea do mosquito flebotomineo Lutzomyia longipalpis

FONTE: GRAMICCIA (2011).

O ciclo bioldgico L. longipalpis ocorre num ambiente terrestre, e possui quatro
estagios de desenvolvimento que sdo: ovo, larvas (4 estadios), pupa e adultos.
Realizada a cOpula, as fémeas procuram lugares com presenca de substratos amidos

presentes no solo, com alto teor de matéria organica, para a deposi¢cao de seus ovos.
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Num periodo de 7 a 10 dias ap0s a postura, esses ovos eclodem, liberando as larvas.
As larvas se alimentam e se desenvolvem por um periodo de 20 a 30 dias, passando
por 4 estadios, se transformando em pupas. Durante o periodo de uma a duas
semanas, permanecem nesse periodo pupal, e ndo se alimentam. Passado esse

periodo, essas pupas dao origem aos mosquitos adultos (BRASIL, 2014).

A infecc¢éo inicia (Figura 5) quando a fémea do fleb6tomo suga o sangue do
vertebrado infectado para realizar o repasto sanguineo e assim ingere macrofagos
infectados nas formas amastigotas. Quando atingem o trato digestorio anterior, 0s
macrofagos se rompem liberando as amastigotas que, por sua vez, se diferenciam em
promastigotas e se multiplicam no sangue por sucessivas divisdes binarias. Apés a
digestéo, as promastigotas séo liberados e véo colonizar diferentes regides do tubo
digestivo do vetor, como esdfago e a faringe. Por fim, se diferenciam para o estagio

infectante — promastigotas metaciclicas (LAURENTI, 2010).

FIGURA 5 - Ciclo de vida da Leishmania
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No hospedeiro, a infec¢do ocorre quando a fémea do flebotomineo infectada
pica a pele do mamifero e regurgita as formas promastigotas infectantes, junto com a
saliva do vetor. Essas formas sdo fagocitadas pelo sistema de defesa do hospedeiro,
através da acdo dos macrofagos, e se alojam no interior dos vacuolos parasitéforos,
se transformando em formas amastigotas. Em seguida, inicia o processo de
multiplicacdo até o rompimento da célula e, assim, amastigotas séo liberadas e
fagocitadas por novos macrofagos, promovendo a disseminacdo para outros tecidos

como linfonodos, medula 6ssea, figado e baco (BRASIL, 2014).

2.1.3 Resposta imunolégica contra o parasita

ApoOs a entrada no organismo do hospedeiro, os parasitas Leishmania vao se
deparar com a primeira linha de defesa do organismo, realizado pela resposta imune
inata. Uma vez inoculada no organismo, 0s parasitas na sua forma promastigotas sao
recrutadas pelos macrofagos, dando inicio a uma sequéncia de eventos, com a
formacdo dos fagolisossomos. Entretanto, esses parasitas possuem a capacidade de
escaparem do mecanismo de defesa, diferenciando-se para sua forma amastigota e
promovendo sua multiplicagdo dentro dos fagolisossomos. Dessa forma, ele produz
compostos como os glicofosfoglicanos (LPG), que sdo capazes de inibirem a
maturacdo dos fagossomos através da inibicdo do 6xido nitrico, impedindo assim a
fagocitose (GREENE, 2015).

No mecanismo de defesa (Figura 6), as células dendriticas fagocitam o parasita
e estimulam a liberacao das citocinas IL-12. Essas citocinas estimulam a diferenciacéo
das células T CD4+ do tipo 1 (Thl), CD8+ e as células NK a liberarem os IFN-y. Os
macrofagos apos a fagocitose, liberam a TNF-a que em acdo com o IFN-y ativa a
enzima Oxido nitrico que estdo presentes nos macréfagos. Essa enzima é uma
substancia que promove a morte das células que fagocitaram os parasitas na sua
forma amastigota. Em contrapartida, a resposta imune do tipo 2 (Th2) também séo
ativadas. Essas células tem a funcdo de liberarem as IL- 4 e IL- 10, sendo
responsaveis pela suscetibilidade da doenca. Durante o processo de infecgéo, ocorre

um aumento nas IL-4. Essas citocinas fazem com que ocorra uma diminuicdo na



21

captacao dos receptores de IL-12. Com isso, ocorre uma diminuigdo na produgao do
IFN-y, e consequentemente uma interferéncia na acdo dos macréfagos. Além disso,
0 aumento das IL-4 faz com que os animais infectados desenvolvam sinais clinicos
mais pronunciados. As IL-10 sédo responsaveis por inibir a sintese de citocinas do Thl
(IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a) e como consequéncia inibi também a ativacdo dos
macréfagos (ALBUQUERQUE, 2013 e JERICO, 2015).

FIGURA 6 - Resposta imunolégica da LV: Células dendriticas fagocitam o parasita e apresentam para

as células Thl e Th2; Thl atua na eliminacao do parasita e Th2 atua na suscetibilidade da doenca
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FONTE: VEIGA (2020).

Miranda (2018) cita em seu trabalho que o desenvolvimento da doenga no
hospedeiro esta relacionado com a resposta imunolégica do individuo e com a
resisténcia e proliferacdo do parasita. E que a resposta imune inata vai agir para a
manutenc¢ao do parasita no organismo, e a resposta adaptativa vai agir controlando a

infeccéo.

O tipo de resposta imunoldgica que serd produzida (Thl ou TH2), dependera
da producao de citocinas que foram produzidas apds o parasita entrar em contato com
algumas células do sistema de defesa como, os macrofagos, os mondcitos, linfécitos

T CD8+ e células NK. As células NK atuam na resisténcia da infeccdo do hospedeiro.
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Na pele, essas células produzem o IFN-y e a IL-12, cuja a fung&o € induzir a produgao

de 6xido nitrico pelos macréfagos (JERICO, 2015).

2.1.4 Leishmaniose visceral e a medula 6ssea

A medula 6ssea € um orgao dinamico e auto-renoavél e tem como funcao
oferecer suporte estrutural e nutricional, para a producao, diferenciacao, proliferacao,
maturacdo e para o desenvolvimento das diferentes células sanguineas. A medula
Ossea localiza-se nos 0ssos longos e chatos em animais jovens, e nos adultos estéo
presentes nos 0ssos chatos e nas extremidades dos ossos longos (ORKIN; ZON,
2008). Para que a hematopoiese ocorra €é necessario a acao de citocinas
hematopoiéticas, derivada das células do estroma e da matriz extracelular, dos
macréfagos e de outras células. Deste modo, caso aconteca uma mudancga nessas
citocinas pode ocorrer uma interferéncia na producéo celular local, resultando a uma

displasia e refletindo diretamente nos outros 6rgaos linfoides (MOMO, 2013).

A medula 6ssea histologicamente € dividida em medula 6éssea vermelha e
medula 6ssea amarela. O tecido vermelho é tecido altamente vascularizado, que
fornece sustentacao as células hematopoiéticas. Ja o tecido amarelo € constituido por
células mesenquimais repletas de lipidios, e perdem a capacidade hematopoiética
conforme o animal vai envelhecendo. Porém, caso exista a necessidade de uma nova
producado de células sanguineas, a medula 6ssea amarela pode voltar a ser medula
o0ssea vermelha. Quando a medula amarela atinge a fase senil, ela se torna uma
medula fibrosada, e sua expanséo de torna dificil e vagarosa, dificulta uma resposta
rapida, caso o animal tenha um processo de anemia. (SANTANA, 2017; MIRANDA,
2018).

Na hematopoiese € aonde ocorre o processo de divisdo e diferenciacdo das
células tronco nas demais células sanguineas (Figura 7). No inicio da vida ela se
desenvolve ainda no embrido, e ocorre no figado, baco e medula 6ssea. Nos animais
jovens, ela ocorre no timo, linfonodos, figado, estomago, rins e intestino. Com o passar
do tempo ela passa a se desenvolver primariamente na medula 6ssea vermelha. Nos
cdes, a producédo, a diferenciacdo e a maturacdo sdo reguladas através da

eritropoietina e a trombopoetina, citocinas responsaveis pela producao dos eritrocitos,
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plaguetas e pelo fator de crescimento que estimula a coldnia granulocitica (G-CSF) a

regular a producéo dos leucocitos (ALMEIDA, 2017).

FIGURA 7 - Esquema do processo de divisao e diferenciagdo células sanguineas e seus precursores
na hematopoese. Para que esse processo ocorra é necessario a acao da eritropoietina, horménio que
atua sobre as células-tronco, através da inducdo e da diferenciacdo dos progenitores da linhagem
eritrocitaria (UFC — E).
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7

A hematopoiese € o0 sistema responsavel pela producdo das células
sanguineas. Para que ocorra o processo de proliferacdo, diferenciacdo e maturacao
das células € necessario que haja uma interacdo molecular das células com a medula
0ssea. As células tronco hematopoiéticas séo necessarias para reabastecer as células
progenitoras, pois as células sanguineas maduras possuem um tempo curto de vida.
As células tronco séo raras e residentes na medula 6ssea em animais adultos e sdo
produtoras dos precursores das células sanguineas. Sendo responsaveis pela

diferenciacéo de linhagem unica e da producéo das células maduras (GOTIJO, 2017).
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Doencas infecciosas tem a capacidade de modificarem a homeostasia da
medula 0ssea, provocando alteracdes na hematopoiese, causando perda da funcao
nas células sanguineas e também na sua capacidade de regeneracdo. Essas
alteracdes estao relacionadas com o tropismo do patégeno em relagédo as células da
medula 6ssea e da resposta imunolégica do animal infectado, podendo levar o animal
ao quadro de hipoplasia medular (GIRARDI, 2014).

A eritropoiese é o processo de formagédo dos eritrocitos maturos. Em periodos
normais, esse processo ocorre na medula déssea, através da diferenciacdo e
multiplicacdo das células-tronco. Essas células permanecem na medula até sua fase
de metarrubricitos. Antes de atingir sua fase de eritrécitos, essas células passam por
diferentes fases de diferenciacéo. E toda essa producédo é controlada pelo horménio
eritropoetina (BAETA, 2015). A eritropoetina € um horménio produzido pelos rins, e

em menor quantidade pelo figado (LOPES, 2007).

Em cédes com LVC foram observadas alteracfes na medula 6ssea através de
exames citolégicos, atingindo as linhagens eritrocitarias, trombocitarias e leucocitéaria,
favorecendo ao surgimento de disturbios hemostaticos. A doenca contribui para o
desenvolvimento de uma inflamacé&o granulomatosa na medula 6ssea, e um aumento
na quantidade dos linfocitos e plasmdcitos, apresentando um quadro de hipoplasia
medular (ALMEIDA, 2017).

Uma pesquisa realizada por Momo (2014), ele apresenta que as principais
alteracGes encontradas na medula 0ssea de cées infectados por LVC foram presenca
de granulomas, aplasia medular e displasia megacariocitica. E que essa displasia
pode estar relacionada pela presenca de muitos macrofagos parasitados e ativados

no determinado orgéo.

2.1.5 Manifestacdes Clinicas

O aspecto clinico da leishmaniose pode variar de um estado aparentemente
sadio a um estado severo, levando o animal a morte. O que vai determinar a gravidade
dessas manifestacbes serd a resposta imunolégica do infectado, viruléncia do
parasita, estado nutricional e a idade do paciente. (BARBOSA, et.al., 2013).
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A Leishmaniose visceral canina apresenta diversas alteracdes sistémicas e
sinais inespecificos. As alteracdes dermatoldgicas acometem a maioria dos animais
infectados sintomaticos, afetando todas as camadas que compdem a pele. Os animais
vao apresentar quadros de dermatite esfoliativa (Figura 8A) sem a presenca de prurido
(JERICO, 2015). Podem apresentar lesdes cutaneas formando pequenas Ulceras
(Figura 8B e C) com descamacéo e alopecia periocular (Figura 8D), espelho nasal,
orelha, focinho, cauda e articulagdes. Apresentam lesdes com dificil cicatrizacédo e
algumas manifesta¢fes atipicas como, hiperqueratose nasal e nos digitos, presenca
de despigmentacao e pelos opacos e quebradicos (BRASIL, 2014).

Além disso, podem apresentar alteracbes histopatolégicas como,
ortoqueratose, edemas, crostas, dermatites perivasculares, intersticial e nodulares;
hiperplasia epidermal, adenite sebaceas, perifoliculites e paniculites. Na fase mais
avancada da doenca, o infectado pode apresentar linfadenomegalia, onicogrifose
(Figura 8E), esplenomegalia, ceratoconjuntivite, uveite, apatia, anemia, vomito,
diarreia, febre irregular e de longo periodo, hiperqueratose e melena (VEIGA, 2020).
Na fase final da doenca, o animal apresenta um emagrecimento progressivo levando
a um quadro de caquexia (Figura 8F), pneumonia, comprometimento do sistema

hepético e urinario, alteracdes neurologicas e morte (QUEIROZ, 2009).

FIGURA 8 - Imagens na sequéncia: (A) dermatite esfoliativa; (B e C) lesdes ulcerativas; (D) alopecia

periocular; (E) onicogrifose; (F) caquexia.
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Fonte: JERICO (2015).

2.1.5.1 Aplasia Medular — Pancitopenia — Hipoplasia Eritrocitéria

A aplasia medular € um distarbio que pode ocorrer de forma congénita, ou
adquirida. Tem como caracteristica a deficiéncia na medula éssea, sendo provocada
por alguma disfungdo medular, podendo ser de moderada a grave. O termo aplasia é
definido quando todas as células do sistema hematopoiéticos sao reduzidas ou se
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tornam ausentes, o que seria incompativel com a vida. Na verdade, a anemia aplasica
se trata de uma hipoplasia medular, sendo caracterizada como uma deficiéncia na
producdo das células sanguineas na medula 6ssea. Sdo geralmente classificadas
como uma anemia normocitica, normocrdomica arregenerativas. Nos achados das
doencas sdo comuns a presenca de neutropenia e trombocitopenia. A relacéo
mieloide/eritrdide pode ser variada. A presenca de hipocelularidade medular ou
proliferacéo de células anormais também sdo comuns de encontrar (ALONSO, 2012;
SANTANA, 2017).

Ha diversos fatores que podem levar ao desenvolvimento da aplasia medular,
dentre elas podemos citar: as de origem infecciosas, medicamentosas, toxinas e
radiacdo, por causas idiopaticas e alguns agentes quimiotergpicos que atuam em
tecidos neoplasicos. A forma aguda € quando ocorre a destruicdo das células
progenitoras e das células proliferativas, levando a um quadro de leucopenia e
trombocitopenia que aparecem em torno de 2 semanas apds ocorrer a injaria na
medula 6ssea. Com o passar dos dias, surge também o quadro de neutropenia. O
animal vai apresentar sinais de anemia que podem ser leves ou ausentes. Na anemia
cronica ocorre lesBes nas células tronco; o animal pode apresentar quadro de
neutropenia e trombocitopenia, com sinais de anemia de moderada a intensa
(MORAES; TAKAHIRA, 2010).

Costa; et.al (2019), define aplasia medular como uma pancitopenia periférica,
com diminui¢do nas células eritroides, mieloide e das células megacaridcitos. E uma
hipoplasia na medula éssea provocando uma substituicdo do tecido hematopoiético

por tecido adiposo, podendo ocorrer de forma aguda ou crénica.

A pancitopenia é uma palavra de origem grega, e pan significa todo. Nao se
trata de uma doenca e sim de uma diminuicdo de trés linhagens de células presentes
no sangue, provocando uma aplasia medular. As linhagens de células sanguineas que
sofrem essa alteracdo sdo os eritroides, mieloides e megacariocitica, levando ao
guadro de anemia, trombocitopenia e leucopenia. Essa alteracédo nessas linhagens é

designada como aplasia medular (GIRARDI, 2014).

Um dos fatores que levam ao quadro de pancitopenia € o hiperesplenismo, que

€ quando ocorre uma hiperplasia do sistema fagocitario mononuclear associado da
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anemia, trombocitopenia, leucopenia e hiperplasia medular. Outro fator predisponente

a pancitopenia € a mielodisplasia e a hemofagocitose. (PINHO, 2014).

Na LVC o desenvolvimento dessa hipoplasia, esta relacionada com a anemia
da inflamacé&o, conhecida também por anemia das doencas inflamatorias. Esse tipo
de hipoplasia esta associado a processos inflamatorios, infec¢des cronicas, fraturas,
lesdes tissulares e neoplasias. Na medula 0ssea, a linhagem eritroide é afetada pela
falta de eritropoietina, devido a mediadores inflamatoérios que inibem a eritropoiese,
impedindo a sua producdo. Essa diminuicao eritrocitaria provoca uma hiperatividade
do sistema mononuclear fagocitico, e com isso promove uma remocao dos eritrocitos
circulantes, diminuindo a sobrevida das hemacias (ALONSO, 2012; HONSE, 2014).

Para o diagnostico da aplasia medular o ideal é realizar uma avaliacdo da
medula 6ssea, podendo ser realizado através da puncédo da medula ou através de
exames histopatoldgicos, sendo o mielograma o exame mais utilizado (MIRANDA,
2010).

2.1.6 Diagnostico

O diagnéstico da doenca € dificil, pois as manifestacdes clinicas sao
compativeis com outras doencas devido as variedades de sinais clinicos que o
portador de leishmaniose pode apresentar. Sendo assim, pode levantar as suspeitas
de outras doencas, como erliquiose e babesiose. Além disso, a leishmaniose leva a
imunossupressao do animal, gerando outras infecgdes oportunistas. Desta forma, é
importante ser analisados todos os parametros, avaliando os achados clinicos,

epidemioldgicos e os exames laboratoriais (ALVES; et.al, 2015)

Os exames laboratoriais sdo importantes para criar um papel hematoldgico e
avaliar a evolucdo da doenca. Existem uma variedade de testes que ajudam a
diagnosticar a doenca, como os testes parasitologicos, moleculares e sorolégicos
(FARIA; ANDRADE 2012).

Os testes parasitoloégicos sdo realizados através da analise citoldgicas,
permitindo a identificacdo do parasita na sua forma amastigota através de uma
amostra do tecido do animal. O método de PAAF consiste na puncao de 6rgdos como
aspirado (linfonodos, medula éssea e baco) e na biopsia hepética ou de pele, sendo
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a puncéo de medula 6ssea e linfonodo o método mais utilizado. O material coletado é
colocado sobre uma lamina, onde se realiza esfregaco ou imprints. Em seguida é
corado com corantes de Giemsa, Pandético e Wright. Embora esse método é muito
utilizado, em animais assintoméaticos o resultado pode dar falso-negativo, quando h&a
formas amastigotas presentes (FARIA; ANDRADE 2012). Essa pesquisa direta do
parasita apresenta uma especificidade de 100%, porém sua sensibilidade é baixa (50
a 80%). Isso ocorre devido a distribuicdo tecidual ndo ser homogénea (BARROS,
2011).

Outra metodologia de pesquisa de Leishmaniose sdo os testes moleculares,
gue constituem da reacdo em cadeia polimerase (PCR) e a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR). Esses testes tem como finalidade
identificar o DNA ou partes do cineteplasto do parasita. O material para analise é
coletado a partir de alguns tecidos como sangue, medula 6ssea, secrecdes oculares,
linfonodos, urina ou através da biopsia da pele. Sdo testes muitos especificos e
sensiveis e, dependendo do estagio em que se encontra a doenca e do tipo de
amostra coletada, podem chegar a 100% de especificidade. O sangue se torna a
forma mais facil de ser adquirida, sendo uma forma menos invasiva. Porém ela
apresenta uma baixa sensibilidade por constar pequenas quantidades de parasitos na
circulacdo. Para uma identificacdo com o PCR é necessdria uma carga parasitaria
maior que 30 parasitos/ml, enquanto que a qPCR necessita de uma carga menor que
0,1 parasitos/ml (FREITAS, 2019).

Os testes soroldgicos consistem na deteccdo dos anticorpos anti-Leishmania
spp., pois durante a infeccdo o organismo apresenta um alto nivel de IgG anti-
Leishmania spp. Os testes mais utilizados séo os de ELISA e o teste de RIFI e também
0s exames imunocromatografico, chamados testes rapidos. O teste ELISA é utilizado
como um teste de triagem das amostras, cuja a finalidade € identificar as negativas.
E o teste de RIFI é utilizado para a confirmacdo das amostras reagentes realizados
pelo teste de ELISA. Utiliza-se soro sanguineo para a realizacdo dos testes
sorologicos (QUEIROZ, 2009).

O teste de RIFI é utilizado para diagnosticar outras doengas parasitarias e ele
pode apresentar reagdo cruzada com outras espécies, como o Tripanossoma cruzi, e

até mesmo outras espécies de Leishmania spp. Para que o diagndéstico seja dado
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como soro reagente é ideal que ele apresente um titulo igual ou superior a 1:40
(FREITAS, 2019).

O teste de ELISA é realizado através cultura in vitro, sendo feita a partir do soro
sanguineo. Nele é analisado a reacdo dos anticorpos presentes com 0s antigenos
solliveis da Leishmania. O método consiste na adicdo do antigeno sobre uma
microplaca, e em seguida adiciona o soro diluido. Desta forma, os anticorpos
presentes no soro vao se fixar aos antigenos. Depois € adicionado uma anti-
imunoglobulina marcada com a proteina peroxidase, que se ligara aos anticorpos
presentes. O resultado € considerado positivo quando o valor da densidade otica é
igual ou superior a 3 desvios padrdes do ponto de corte (Cut-off), quando comparado
ao resultado do controle negativo (BRASIL, 2014).

O teste imunocomatrografico € um método de triagem rapido e de diagndstico
qualitativo. Até 2011, o diagndstico padrao era feito primeiro com o ELISA, sendo ele
o teste de triagem, e em seguida o RIFI, sendo ele o teste comprobatdrio de possiveis
caes infectados. A partir dai, o Ministério da Saude modificou o protocolo de
diagnostico para LV, e o teste imunocomatrografico passou a ser o teste de triagem e
0 ELISA como teste comprobatério (FARIA; ANDRADE, 2012).

2.1.6.1 Mielograma

O mielograma é um exame utilizado para avaliagdo microscépica da medula
0ssea quando se deseja averiguar a funcionalidade e as caracteristicas medulares.
Esse exame visa buscar e investigar doencas que podem estar relacionadas ao
sistema hematopoiético como as aplasias, hipoplasias e pancitopenias, neoplasias
como as leucemias e os linfomas, doencgas infecciosas, casos de febres de origem
desconhecida, e para achados de hemoparasitose, como bactérias, fungos e
protozodarios que estdo associados a doengas aplasicas (ANDREONI; MIRANDA,
2020).

7

No geral, esse exame é solicitado ap0s a constatacdo de anormalidades
obtidas no hemograma, e dentre as indicagfes priméarias podemos citar: as anemias

arregenerativas, leucopenias, trombocitopenias, elevagfes inexplicadas no niumero
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de células, células anormais circulantes, estadiamento clinico de neoplasias,
hipercalcemia inexplicada (GONZALEZ e SILVA, 2008).

O objetivo do mielograma € diferenciar os precursores das células
hematopoiéticas e assim determinar a quantidade de células que foram alteradas. E
utilizado também para investigar a reducéo das células da medula éssea comparando
com a contagem no sangue periférico. Aléem disso, € empregado para avaliar a
presenca de células atipicas e as alteragcbes morfologicas presentes nas células
sanguineas. E um método muito eficiente para o diagndstico da LVC, e usado como
fonte de pesquisa para avaliar parametros que apontam a gravidade da doenca

(MIRANDA, 2018).

A citologia da medula 6ssea consiste na puncao aspirativa, sendo um exame
com 100% de especificidade. O método é realizado através do uso de agulhas de
modelos e tamanhos variados e o local de coleta e a técnica vai depender da espécie
do animal e da preferéncia do profissional coletor. Em caes o local indicado € nas
regides de umero proximal, fossa trocantérica do fémur, areas trans-iliaca e na crista
iliaca (Figura 9). Porém, em caes de pequeno porte as regibes mais indicadas séo o
umero proximal e a fossa trocantérica do fémur. E nos cées de grande porte as regides
mais indicadas séo a crista iliaca e o umero proximal (ANDREONI; MIRANDA, 2020).
O material coletado deve ser realizado em condi¢cdes assépticas, e com 0 paciente
anestesiado. Nas seringas deve ser adicionado o anticoagulante para realizar a
sucgdo da medula (MULLER; et.al, 2009).
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FIGURA 9 - Desenho apresentando os sitios de coletas da medula 6ssea. (A) Regido corpo do ileo; (B)
Regido fossa trocantérica do fémur; (C) Regido tubérculo do umero proximal; (D) Regido de tibia

proximal

FONTE: MULLER,; et.al (2009).

O estudo do mielograma € importante para a avaliagdo da celularidade, para
estimativa da relacdo mieloide-eritroide (M:E) — que avalia a proporcdo do nimero
total das células mieldides dividida pelo niamero total das células eritréides e para
andlise quantitativa e qualitativa dos tipos celulares que estdo presentes na medula
0ssea. Esse estudo é realizado nas espiculas medulares e também serve para avaliar
a quantidade de estoque de ferro presentes na medula 6ssea e possiveis alteracdes

morfoldgicas nas células (HONSE, 2014).

No mielograma € possivel avaliar todos os grupos de células medulares, que
sdo: série mieldides, série eritdide, série linféide, série monocitica, série
megacariocitica. Além disso, é possivel fazer uma avaliacdo qualitativa, através da
relacdo (M:E) mieloide/eritroide (GONZALEZ, 2008). A contagem ¢ realizada em cima
de 500 células, e o calculo é baseado no numero total de células mieloides, dividido
pelo numero total de células eritréides, e assim, € comparado o resultado aos valores
de referéncia (0,75:1 - 2,53:1) (STEVEN; SCOTT, 2011).
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2.1.6.2 Anemia Hemolitica Imunomediada (AHIM) - Diagndstico Diferencial

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM), é uma doenca de -carater
autoimune, sendo uma sindrome clinica que promove a destruicdo acelerada das
hemacias através de mecanismos imunomediados. Ela pode ser classificada em
priméria, quando os anticorpos sdo produzidos e liberados direcionando-se para
hemécias normais e, secundarias quando hemacias sdo alteradas por acdo de
neoplasias, drogas ou doencas infecciosas. Para classificacdo de AHIM as alteracdes
laboratoriais vdo desde uma anemia moderada a intensa, podendo ser classificadas
como anemia regenerativas e arregenerativas. Na anemia hemolitica regenerativa
esta presente uma acentuada policromasia. E na anemia hemolitica arregenerativa
ocorre devido a acdo dos anticorpos que atacam as células precursoras das hemacias
(ALONSO, 2012).

Nos achados laboratoriais € comum a presenca de neutrofilia, linfopenia e
trombocitopenia. Pode ter alteracdes no perfil bioquimico, como o aumento da ALT e
AST, hipoalbuminemia e presenca de CID. Para a confirmacéo da AHIM o diagndstico
se baseia no teste de Coombs direto, que consiste na mistura da amostra sanguinea
com o reagente de Coombs, e caso as células apresentam antigenos que reagem

com 0s anticorpos, o teste € dado como positivo para AHIM (SILVA, 2019).

2.1.7 Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas

Os exames hematolégicos (hemograma e bioquimico) também devem ser
realizados, pois sdo importantes para avaliar o estado clinico do animal e o
prognostico da doencga, porem eles ndo devem ser utilizados como Unicos exames
para o diagnostico da doencga, pois apresentam resultados limitantes e inespecificos
para a sua conclusdo (GREENE,2015).

Os achados laboratoriais mais comuns estéo relacionados ao hematocrito, que
se apresentam abaixo do valor de referéncia. O animal infectado pode apresentar uma
anemia arregenerativa, normocitica e normocrémica arregenerativa, podendo ser de
leve a moderada. Essa anemia ocorre devido a aplasia medular ou pela insuficiéncia
renal, devido a deficiéncia de eritropoetina. Além dos quadros de hemorragias,

sequestros de hemacias pela producdo de autoanticorpos, lise de hemacias e
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processos infecciosos induzindo a anemia da inflamacdo. Outros achados comuns
sao de leucocitose ou leucopenia e trombocitopatias. As trombocitopenias também
podem ocorrer devido ao sequestro pelo baco, o desenvolvimento de vasculite,
presenca de imunoglobulinas antiplaquetarias e o comprometimento do figado e rins.
No inicio da doenca € comum a presenca de leucocitose associado a neutrofilia, e em
estagios mais avancados a presenca de leucopenia e linfopenia. Em quadros de
processos inflamatérios crénicos, € comum a presenca de monocitose (GREENE,
2015).

Nos achados bioquimicos €é comum apresentar hiperproteinemia e
hiperglobulinemia. Esse ultimo esté relacionado com o aumento dos anticorpos que
tentam neutralizar o parasita, e também com o aumento da proteina total sérica. Além
desses, € comum a presenca de hipoalbuminemia, que revela um disturbio na relacéo
de globulina/albumina, promovendo a diminuicdo da albumina e o aumento da
globulina, sendo um sinal caracteristico de lesdo renal. As enzimas fosfatase alcalina
séricas (FA) e alanina aminotransferase (ALT), fosforo, colesterol, magnésio e
bilirrubina também apresentam valores acima dos valores de referéncia. Esse
aumento ocorre devido ao acometimento hepatico. Em relacdo as enzimas renais, a
ureia e creatinina também estao aumentadas, devido a injurias que o parasita provoca
nos rins (FREITAS, 2019).

Os quadros de azotemia e uremia ocorrem de acordo com a evolucdo da
doenca renal. A proteindria esta também ligada ao quadro de doenca renal, e ocorre
devido ao aumento da permeabilidade capilar do glomérulo e da albumina (FREITAS,
2019).

2.1.8 Tratamento

No Brasil, diferentes protocolos de tratamentos vém sendo utilizados nos caes
gue testam positivos para leishmaniose visceral, e muitos com bases em estudos
realizados na Europa. Dentre os farmacos os mais utilizados sdo, anfotericina B
encapsulada em lipossomas ou convencional, alopurinol, a pentamidina, miltefosine,
sulfato de aminosidina e os antimoniais pentavalentes. Embora o Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) liberou o uso do miltefosine, o



35

Ministério da Saude proibe o uso de produtos de humanos e nao registrados, como
parte do tratamento para os animais. Além disso, outra alternativa que é permitido € a

escolha da eutanasia dos cées infectados (FREITAS, 2019).

Os tratamentos disponiveis, ndo promovem a cura dos cées infectados pelo
parasita, porém ele aumenta a expectativa de vida dos animais, e atenua a carga
parasitaria, diminuindo o risco de transmissdo. Todavia, antes de determinar a melhor
opcdo terapéutica, € necessario avaliar com cautela os parédmetros clinicos e
patolégicos do paciente (MIRANDA, 2018).

2.1.8.1 Terapia com Células Tronco

A terapia com células-tronco tem sido muito utilizada para fins terapéuticos de
diversas doencas. Nela séo utilizadas diferentes métodos e técnicas com a finalidade
de transferir células, com a perspectiva de que essas células proliferem e se
diferenciem, para que assim, ocorra a regeneracao do tecido (SANTANA, 2017). As
pesquisas que envolve o estudo dessas células, tem se fundamentado na avaliacédo
da competéncia e do potencial em que uma célula tem de se multiplicar por extensos
periodos, e se originar em outras células apds um determinado estimulo, durante o
periodo da embriologia e da organogénese. Foram analisados que quando as células-
tronco séo reintroduzidas no organismo, elas podem adquirir a funcao e a morfologia
de células que sofreram injurias, e assim, reintegram o tecido que foi lesionado
(GATTI, et.al, 2014).

As células-tronco sdo conhecidas também como stem cells, células primordiais
e células mae. Sao células com caracteristicas multipotentes e indiferenciadas, e
possuem uma alta capacidade de auto-renovacao, auto-proliferacéo e diferenciacao
de células especializadas, além da regeneracdo de tecidos que sofreram
traumatismos, neoplasias, fraturas, inflamacdes, necroses e perdas de senilidade.
Elas podem ser adquiridas em varios tecidos presentes no organismo como, medula
0ssea, pele, pancreas, figado, baco, musculo, pulméo, coragéo, polpa dentaria, tecido
adiposo, placenta, tecidos fetais e cordao umbilical (VISCONDI, et.al, 2013; GATTI,
et.al, 2014).
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As células-tronco séo classificadas de acordo com o local de origem, podendo
ser isoladas em diversas etapas de desenvolvimento no nosso organismo. Elas
podem ser classificadas como células-tronco embrionéarias (CTES), e células-tronco
adultas. As CTEs sao originadas na massa interna dos blastocistos sendo
classificadas como pluripotentes. Elas possuem uma alta capacidade de regeneracao
e de se diferenciar em qualquer tipo de célula do organismo. Porém, essas células
apresentam um alto risco terapéutico, devido a possibilidade de ocorrer rejeicao
imunolégica, mutacdes e formacgéo de tumores. Além disso, seu uso envolve questbes
éticas e morais, pelo fato de ser de origem embrionaria, e sua obtencédo depender da
destruicdo de um blastocisto. Em relacdo as células-tronco adultas, essas podem ser
divididas em células-tronco hematopoiéticas (CTHSs) e células-troncos mesenquimais
(CTMs). As células adultas séo classificadas como multipotentes, com capacidade de
autorregeneracao, e obtidas através de tecidos adultos diferenciados (SANTOS, 2017,
FARIA, 2019).

As CTHs estdo presentes na medula 6ssea, baco, timo, nddulos linfaticos e
uma pequena quantidade sdo encontradas na corrente sanguinea. Elas dédo origem
as células vermelhas, células brancas e as plaquetas, sendo responsaveis pela
manutencdo do sistema hematopoiético. Essas células sdo programadas para uma
producédo de forma continua e eficiente dos componentes sanguineos, possuindo uma
alta capacidade de autorrenovacdo. Em caes e gatos, apresentou um potencial para
doencas neuroldgicas, cardiacas, oftalmicas, vasculares e locomotores. Tem se
tornado uma terapia de escolha para o tratamento de leucemias e doencas
metabdlicas. E novos estudos, tem mostrado um grande potencial no tratamento de
linfomas, com possibilidades de cura dessa patologia. Apesar das comprovacgdes dos
beneficios dessa terapia, ela ndo tem sido muito utilizada na medicina veterinaria, pois
apresenta altos custos, e também existem poucas instituicdes e laboratorios com
capacidade de realizar os testes de compatibilidade para selecdo dos doadores
(SANTOS, 2017; OLSSON, 2020)

As CTMs também s&o conhecidas como células-tronco mesenquimais
multipotentes (CEMM) (SILVA; NOGUEIRA, 2010). S&o células que pertence a uma
linhagem de células-tronco somaticas, e sdo encontradas em tecidos adultos em
regides perivasculares, como medula 6ssea, periésteo, 6rgdos parenquimatosos,

tecido muscular e tecido adiposo e atuam na modulacdo do sistema imunologico do
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receptor. Elas agem na reparacdo do tecido lesionado através do processo de
diferenciacdo e modulacdo dos mediadores. Essas células possuem a capacidade de
liberarem moléculas bioativas que vao operar na modulagéo da resposta infamatéria,
no processo de mitose e angiogénese das células que irdo fazer parte do processo de
reparacao do tecido. As moléculas bioativas que estdo envolvidas nesse processo
sao: as moléculas de adeséo, citocinas, proteinas da matriz extracelular e receptores
dos fatores de crescimento (SANTOS, 2012).

2.1.8.2 Fonte das CTMs e Vias de Aplicagao

As células-tronco podem ser isoladas na medula Ossea, tecido adiposo e
cordao umbilical (SANTOS, 2017).

As células de origem do tecido adiposo séo classificadas como CTTA, e tem se
tornado rotineira seu uso devido ser células de facil aquisicdo e de rapida proliferagéo.
E possivel se adquirir uma grande quantidade de CTMs, sem alterar o estado clinico
do animal. E apds a coleta o material ja pode ser imediatamente aplicado no paciente

ou expandidas e armazenadas (VIDAL; et.al, 2007).

As CTMs de origem do corddo umbilical, € adquirido através do isolamento
dessas células pela seccdo de todo o fragmento do corddo, ou pela separacdo dos
vasos (SARUGASER, 2005).

Para o sucesso do tratamento com as CTMs, além dos fatores que devem ser
levados em consideracdo como, diagnostico correto, estado clinico do paciente,
localizacéo e extensao da lesao e tipo de célula utilizada, as vias de aplicagdo sdo de
total importancia, pois as mesmas podem influenciar no processo de migracao e na
resposta da injuria. Outros fatores também devem ser levados em consideragao, como
escolher um processo menos traumatico e invasivo possivel, com minimos efeitos
colaterais e com maior taxa de sobrevivéncia das células. Desta forma, existe dois
tipos de vias que sao utilizadas para a administracado das CTMs, que séo: endovenosa
e a local (SANTOS, 2017).

A via endovenosa é a mais utilizada, sendo a via da veia cefélica a de escolha
devido ao seu posicionamento anatdomico distinto e de rapido acesso ao sistema

venoso. Essa via é considerada pouco invasiva, e de facil propagacao pelo organismo,
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e nela é permitido varias aplicacbes com poucos efeitos colaterais. Porém, a
administracdo por essa via pode gerar alguns efeitos secundarios, como febre, queda
na pressao, ancoragem da CTMs em outros 6rgdos, o que pode gerar uma menor
resposta terapéutica, devido a diminuicdo do namero de células no local adequado.
Além disso, pode ocorrer uma afinidade das células CTMs pelos materiais cirdrgicos,
e 0 uUso de cateteres, que Sao necessarios para esses procedimentos, tende a causar
a formacéo de aglomerados celulares, o que podem resultar na formacao de trombos.
Portanto, deve-se administrar a CTMs por essa via de forma cautelosa, observando a
concentracdo de CTMs e a velocidade de infusdo (TRZIL; et.al, 2015; QUIMBY; et.al,
2016).

A via de administracao local proporciona a liberacao direta das CTMs na area
lesionada. Essa via permite uma maior ancoragem celular do local lesionada e uma
menor taxa desviada para outros 6rgaos. O sucesso da terapia vai estar relacionado
somente com a manutencao das CTMs na regido lesionada, podendo atuar pela acéo
do seu efeito paracrino ou por diferenciacdo celular. Porém, é uma via altamente
traumatica e invasiva, e 0 médico deve ter um solido conhecimento da anatomia do

local e pericia cirargica (BLACK; et.al, 2008).

2.1.8.3 Terapia com CTMs na Hipoplasia Medular

O uso das CTMs como tratamento para aplasia medular tem se mostrado
bastante atrativas, ja que vem apresentando resultados positivos na recuperacédo de
pacientes, quando sua unica opc¢éao era de transfusdo sanguinea, que amenizavam 0s
sintomas, mas nao curavam 0s animais. Como tratamento para aplasia medular, as
CTMs sao aplicadas diretamente na medula 6ssea ou pela via endovenosa e o que
vai determinar o local de escolha, vai ser as condi¢fes clinicas em que o paciente se

apresenta e a pratica do médico veterinario (SANTOS, 2017).

Apbs a introducdo das CTMs na medula éssea do paciente, através da agédo
paracrina (fatores de crescimento e citocinas anti-inflamatorias), as células irdo induzir
0 processo de mitose e inibir a apoptose e a producao de citocinas pro-inflamatorias.
Essas células também irdo agir, regulando as funcdes de quiescéncia,
autorrenovacao, proliferacdo, mobilidade e diferenciagdo das células presentes na
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medula 0ssea. Além de reduzirem os processos inflamatorios e repopular as células
responsaveis por restabelecer a homeostasia no organismo. Essa acao é devida as
propriedades imunomoduladoras que as CTMs possuem, elas inibem a ativacdo e
multiplicac@o dos leucdcitos, principalmente os linfocitos T e os macréfagos, e atuam
também inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias, e estimulando a producéo
das citocinas inflamatérias. Desta forma, as CTMs, diminui os danos causados pelas
citocinas pro-inflamatérias e auxiliam na recuperagdo da medula 6ssea (AMORIM,
2020).
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3. RELATO DE CASO

O caso relatado é de um céo, macho, castrado, da raca Spitzs Alemao, de 6
anos de idade, pesando 6,200 kg. O paciente € acompanhado pelo Dr. Isaac Pacheco
desde os 4 anos de idade, periodo em que foi diagnosticado com leishmaniose
visceral canina. Em uma consulta de rotina foi observado que o paciente apresentava
os linfonodos submandibulares levemente aumentados e as mucosas levemente
hipocoradas, e os demais parametros sem nenhuma alteracdo. As vacinas e
vermifugagdo estavam em dia, e a tutora fazia o controle de ectoparasitas nos
periodos solicitados. Foi observado que o paciente ndo fazia o uso de coleiras

antiparasitarias, e a tutora relatou que nao utilizava nenhum tipo de repelentes.

Mediante o histérico e quadro apresentado, foi solicitado os exames
laboratoriais (hemograma, perfil bioquimico e teste rapido para erliquiose 4DX e de
leishmaniose). No hemograma, o paciente apresentou diminuicdo nos eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito, levando a um quadro de anemia normocitica e
normocrémica de carater arregenerativa; e presenca de leucopenia, como mostra no
quadro 1. No perfil bioquimico ndo apresentou nenhuma alteracéo, estando todos 0s
metabdlitos dentro dos valores de referéncia. No exame de teste rapido para
erliquiose, o resultado foi negativo. Em contrapartida, o teste rapido para leishmaniose

o resultado foi positivo.

Quadro 1 - Hemograma (1), realizado dia 29/06/2019.

EXAME RESULTADOS VALORES DE REFERENCIA
Eritrécito 5.10 M/uL 5.50-8.50
HCT 33.1% 37.0-55.0
HGB 10.9 g/dl 12.0-18.0
MVC 64.9 fL 60.0-77.0
MCH 21.4 pg 18.5-30.0
MCHC 33.0 g/dL 30.0-37.5
Reticulécitos 51.5 K/uL 10.0-110.0
Leucadcitos 3.94 K/uL 5.50-16.90
Neutrofilos 2.08 K/uL 2.00-12.0
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Linfocitos 1.24 K/uL 0.50-4.90
Monocitos 0.45 K/uL 0.30-2.00
Eosinofilos 0.16 K/uL 0.10-1.49

Basofilos 0.02 K/uL 0.00-0.10
Plaguetas 281 K/uL 175 - 500

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

Diante desses resultados, foi solicitado o teste sorolégico (qPCR), do qual,

obteve o resultado positivo.

Trés meses apos o inicio do tratamento, como 0 paciente teve evolu¢cao no
quadro da doenca apresentando lesdes dermatoldgica, localizadas no carpo direito e
cotovelo, com formato ovalado, coloracdo escura e presenca de alopecia, sendo uma
das manifestacdes clinicas caracteristicas da evolucdo da doenca, onde foram
solicitados hemograma e bioquimico, e ndo apresentaram nenhuma alteracdo nos
resultados. O hemograma, apresentou somente um aumento nos reticulécitos. As
outras células estavam dentro dos valores de referéncia. Os exames bioquimicos
continuaram sem apresentar nenhuma alteragdo, mantendo-se dentro dos valores de
referéncia. O tratamento se manteve o mesmo para a leishmaniose, e foi receitado

itraconazol 35mg e creme 62, para o tratamento das les6es dermatoldgicas.

Em janeiro de 2021, o paciente retornou apresentando apatia, fraqueza,
intolerdncia aos exercicios e inapeténcia. Apds avaliacdo clinica, observou que o
paciente apresentava mucosas hipocoradas e desidratacdo. Ao realizar novamente o
hemograma, apresentou anemia microcitica — normocrémica e leucopenia. Em
relacdo ao perfil bioquimico, apresentou um aumento na fosfatase alcalina, que

representa alteracéo no figado e hiperalbuminemia (Quadro 02).

Quadro - 02 Hemograma (2), e perfil bioquimico realizados em janeiro de 2021.

EXAME RESULTADOS VALORES DE REFERENCIA
Eritrocito 6.46 5.50 - 8.50
HCT 35.8 37.0-55.0
HGB 12.5 12.0-18.0
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MVC 55.5 60.0—77.0
MCH 19.4 18.5-30.0
MCHC 34.9 30.0-37.5
Reticulocitos 114.1 10.0-110.0
Leucocitos 3.87 5.50 - 16.90
Neutrofilos 2.23 2.00-12.0
Linfocitos 1.05 0.50-4.90
Monocitos 0.42 0.30-2.00
Eosindfilos 0.13 0.10-1.49
Basofilos 0.03 0.00-0.10
Plaguetas 263 175 - 500
Creatinina 1.1 05-15
TGP (ALT) 50 21 -102
Fosfatase alcalina 137 10 -92
Ureia 44.7 21 -59.9
Proteina Total 6.9 54-7.1
Albumina 3.9 2.6-3.3
Globulina 3.0 27-4.4

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

Em fevereiro de 2021, o paciente retornou sem apresentar nenhuma melhora
do seu quadro clinico, pois ainda apresentava apatia, fraqueza, mucosas hipocoradas
e inapeténcia. Entdo foi realizado a puncdo da medula 0ssea para 0 exame de
mielograma. Foi realizado a tricotomia na regido do Umero proximal do membro
toracico direito, para coleta do material. Para sedagédo e anestesia do paciente, foi
administrado acepromazina 0,2%, na dose de 0,25 ml, IV. Depois foi administrado
propofol, na dose de 2,5 ml, IV, de forma lenta. No local de aplicacdo foi realizado
antissepsia com clorexidina e alcool. Foi coletado em torno de 1 ml de medula 6ssea,
com o auxilio de seringa de 10ml e agulhas 40x1,2mm (18G) e transferido para o tubo
de EDTA. E foi também realizado o esfregaco (squash), com o aspirado de medula

Ossea.

No primeiro mielograma, o resultado apresentou uma anemia normocitica

normocromica e leucopenia, confirmando que o paciente apresentava uma anemia
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nao regenerativa. Além disso, foi encontrado concentracdo de amastigotas de
Leishmania sp. intra e extracelular. Porém néo foi observado a presenca de espiculas
nas amostras, local aonde se encontra o material medular. Desta forma, o mielograma

foi repetido no més seguinte, e os resultados estao relatados no Quadro 03.

Quadro 3 - Mielograma (2), solicitado para avaliacdo da producédo celular na medula éssea, realizado

em marco de 2021.

Células Resultados Valores de Ref.

Série Mieldide 181

e Neutroéfilo metamieldcito 5.3% 53-8.8

¢ Neutrdfilo bastonete 4% 12.7-17.2

e Neutrofilos 15.1% 13.8-24.2

e Eosindfilo mieldcito 0.2% 0

e Eosintfilo metamielécito 0.4% 2.4

e Eosindfilos 0.8% 0.3
Série Eritéide 222

e Rubriblastos 4.3% 02-1.1

0 —
e Proubricitos 8.1% 09-3.9
0 —

e Metarrubricitos 6.6% 92-16.4

Outras Células 128
e 5.5% 0.2-49
e Linfocitos
. 1.7% 0-0.2
e Plasmécitos
L. 15.4% 0-0.2
¢ Monocitos
. 0.2% 2_7
e Megacariocitos
0.82% 0.75-2.53:1
RM:E
. ) <6%
Displasia nuclear _
. Baixa

Atipias celulares

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

De acordo com os resultados obtidos no segundo mielograma ficou confirmado
gue o paciente apresentava uma disfuncdo na medula 6ssea, com hipoplasia das

células medulares. Diante disso, o tratamento proposto foi a terapia com células-
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tronco. O paciente realizou 3 aplicacdes de células-tronco, com intervalo de 25 dias

entre as sessoes.

As CTMs utilizadas no tratamento, foram fornecidas pelo laboratério
CELLTROVET, localizado em Osasco — SP. As células encaminhadas foram
derivadas de adipdcitos de origem alogénicas. Além das células, o laboratdrio fornece
também todo o material utilizado para o preparo (Figura 10), que consiste em: 4
criotubos contendo as células-troncos, pipetas Pasteur, solugdo — NaCl e 2 tubos de
propileno. Para a aplicacdo das células-tronco foi utilizado seringa de 10 ml e agulha
40x1,2mm (18G).

Figura 10 — Material utilizado para o preparo e aplicacdo das células-tronco

Fonte: Foto do autor

A primeira aplicagdo de células-tronco foi realizada no dia 30/03/21. O
Procedimento iniciou com o preparo do material, as células-tronco foram
descongeladas, e prontamente transferidas para o tubo de propileno estéril, e
encaminhada para a centrifuga por 5 minutos a baixa velocidade (1100 rpm). Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado com o auxilio da pipeta e descartado. Em
seguida, iniciou o processo de lavagem, onde foi adicionado solugdo de NaCl e
realizado movimentos de turbilhamento, com o auxilio da pipeta. Depois, foi
encaminhada novamente para a centrifuga, por mais 5 minutos na velocidade de 1500
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rom. O processo de lavagem foi repetido por 2 vezes. Apds a lavagem, o pellet

resultante foi ressuspendido com 4 ml de solucdo de NacCl.

Antes do procedimento, o paciente foi preparado para receber a sedacéo e
anestesia. Foi introduzido um cateter um cateter intravenoso 0,9x25mm (22G), na veia
cefélica, para poder receber os farmacos. Em seguida foi realizado a tricotomia na
regido do umero proximal do membro direito e esquerdo, local escolhido para
introducao das células-tronco. Para sedacao e anestesia do paciente, foi administrado
acepromazina 2%, na dose de 0,31 ml, IV. Depois foi administrado propofol, na dose
de 3,1 ml, IV, de forma lenta. No local de aplicacéo foi realizado antissepsia com

clorexidina e alcool.

Para a aplicacdo, primeiro foi realizado o acesso ao canal medular, com o
auxilio da seringa e agulhas 18G. Em seguida, foi administrado 2ml das CTMs, com o
auxilio da seringa e agulha 18G, na regido do Uumero proximal de cada membro
(FIGURA 11).

Figura 11 — Ordem da esquerda para direita: (A) células-tronco apés o descongelamento; (B) processo
de centrifugacao; (C) procedimento de lavagem das células; (D) presenca do pellet apds lavagem, para
serem aplicadas; (E) Acesso do canal medular; (F) aplicagcdo das células-troncos na regido de imero

proximal do membro direito e esquerdo.
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Fonte: Fotos do autor

E apo6s 15 dias foi repetido o hemograma para avaliar se houve alguma
evolugcdo no quadro do paciente, e o resultado do exame foram: presenca de anemia
normocitica e hipocromica - anemia regenerativa, leucopenia por eosinopenia,
linfopenia e hemoglobina baixa (Quadro 4).
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Quadro 4 - Hemograma (3), realizado dia 14 de abril de 2021, para avaliar se houve melhora no quadro

do paciente ap6s a aplicagdo da primeira sessao de terapia com células-tronco.

EXAME RESULTADOS VALORES DE REFERENCIA
Eritrocito 5.39 5.50 - 8.50
HCT 33.0 37.0-55.0
HGB 7,8 12.0-18.0
MVC 60.2 60.0 - 77.0
MCH 13.8 18.5-30.0
MCHC 30.0-37.5
Reticuldcitos 102.7 10.0-110.0
Leucadcitos 2.87 5.50 -16.90
Neutrofilos 2.02 2.00-12.0
Linfocitos 0.41 0.50 -4.90
Mondcitos 0.39 0.30-2.00
Eosindfilos 0.02 0.10-1.49
Basofilos 0.03 0.00-0.10

Plaguetas 298 175 - 500

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

No dia 23/04/21 foi realizado a segunda aplicacdo das células-tronco. O
paciente ndo apresentou nenhuma melhora significativa no seu quadro clinico, entéo
foi solicitado novo mielograma, que foi realizado no dia 08/05/21, e os resultados estéo
representados no quadro 5. Diante os resultados apresentados no segundo
mielograma, foi decidido acrescentar no tratamento o uso da eritropoetina. Na primeira
parte do tratamento foi aplicado no paciente duas doses de eritropoetina, com
intervalos de trés dias cada. A aplicacédo foi feita de forma subcutéanea, na dosagem
de 150 Ul/kg.

Quadro 5 - Mielograma (3), realizado dia 08/05/2021, para avaliar se houve alguma alteracdo nas

células da medula 6ssea ap6s a segunda aplicacéo da terapia com células-tronco.

Células Resultados Valores de Ref.
Série Mielbide 190

¢ Neutroéfilo metamielocito 2.5% 53-8.8
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¢ Neutrdfilo bastonete
e Neutrofilos
e Eosinofilo mieldcito
e Eosinodfilo metamielocito
e Eosindfilos
Série Eritoide
e Rubriblastos
e Proubricitos
e Metarrubricitos
Outras Células
e Linfocitos
e Plasmacitos
e Mondcitos

e Megacariocitos

RM:E

Displasia nuclear

Atipias celulares

4.9%
17.5%
0.2%
0.5%
318
44.7%
6.7%
0.2%
87
7.6%
0.3%
6.7%
0.0%

0.6%
<6%

Moderada

12.7-17.2
13.8-24.2
0
2.4
0.3

02-11

09-3.9
9.2-16.4

0.75-2.53:1

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

No dia 14/05/21 foi realizado a terceira e Ultima aplicacdo da terapia de células-

tronco no paciente. E depois de dois dias, foi repetido o mesmo protocolo de

eritropoetina anterior. No dia 28/05/2021 foi realizado o hemograma (quadro 6) e os

resultados foram bastantes satisfatérios, pois o paciente obteve um aumento na

producdo de todas as células sanguineas, estando todas dentro dos valores de

referéncia. E apresentou um aumento nos reticulécitos, que sao as células jovens na

medula éssea. Depois disso, 0 paciente retornou mais dois meses consecutivos para

repetir o hemograma, e os resultados estéao representados no quadro 7.



Quadro 6 - Hemograma (4), realizado no dia 28/05/2021, representando a evolucédo do tratamento apds

a terapia com células-tronco.

EXAME RESULTADOS VALORES DE REFERENCIA
Eritrocito 7.18 5.50 - 8.50
HCT 46.8 37.0-55.0
HGB 14.7 12.0-18.0
MVC 65.1 60.0 - 77.0
MCH 20.5 18.5-30.0
MCHC 315 30.0-37.5
Reticuldcitos 308.2 10.0 - 110.0
Leucadcitos 8.11 5.50 -16.90
Neutrofilos 4.87 2.00-12.0
Linfocitos 1.87 0.50 -4.90
Monocitos 0.86 0.30-2.00
Eosindfilos 0.44 0.10-1.49
Basofilos 0.07 0.00-0.10

Plaguetas 342 175 - 500

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

Quadro 7 - Hemograma (5), realizados no més 06 e 07 de 2021, para acompanhamento do paciente

apos o tratamento com células tronco.

CELULAS RES. MES 06/21 | RES. MES 07/21 VALORES D/E
REF.

Eritrcito 8.30 6.55 5.50 — 8.50
HCT 50.8 39.8 37.0-55.0
HGB 16.9 14.2 12.0-18.0
MVC 61.2 60.8 60.0 - 77.0
MCH 20.4 21.7 18.5-30.0
MCHC 33.3 35.7 30.0-375
Reticulécitos 73.0 228.6 10.0-110.0
Leucdcitos 7.85 15,18 5.50-16.90
Neutrofilos 3.48 8.70 2.00-12.0
Linfécitos 3.75 4.78 0.50 — 4.90
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Monocitos 0.47 1.13 0.30-2.00
Eosinofilos 0.09 0.55 0.10-1.49
Basofilos 0.06 0.02 0.00-0.10
Plaguetas 429 515 175 - 500

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

3.1 DISCUSSAO

A LVC é uma doenca de carater crbnico, que causa varias alteracdes clinicas
e hematoldgicas, sendo que alguns dessas alteracdes estdo relacionadas as
disfuncdes que a doencga causa na medula 6ssea, podendo ser de origem aplasicas.
Porém, pouco se sabe sobre as alteracbes medulares, pois a avaliacdo da
celularidade da medula 6ssea € algo ainda pouco pesquisado (NICOLATO, 2014). O
diagnéstico de hipoplasia medular foi baseado na avaliacéo clinica e nos resultados
dos exames laboratoriais do hemograma e mielograma. E de acordo com estes
achados, ficou evidente que a medula 6ssea apresentava uma disfuncdo. Diante
desse quadro, o tratamento proposto foi o uso da terapia de células-tronco associado

a eritropoietina.

O diagnéstico da LVC surgiu apés avaliacdo clinica e exames realizado no dia
26/09/2019, onde os resultados do hemograma (1) apresentaram que o paciente
estava com uma anemia leve, normocitica e normocrémica, de carater arregenerativa,
presenca de leucopenia, confirmando o inicio de um processo infeccioso; e um
aumento na quantidade de reticuldcitos, o que representa que a medula 6ssea estava
aumentando a sua producao para realizar a compensacao. Na LVC é comum o animal

apresentar quadros de anemia normocitica e leucopenia (SILVA,; et.al, 2011).

A anemia pode ocorrer devido a eritropoiese diminuida em casos crénicos da
doenca, lise de hemécias, perda de sangue, diminuicdo dos eritrécitos devido ao
sequestro esplénico, insuficiéncia renal e aplasia medular (MEDEIROS; et. al, 2008).
Casos de anemia por processos inflamatérios, que sdo comuns em doencgas cronicas,
0os mediadores inflamatorios agem inibindo a eritropoiese, devido as alteracdes
provocadas na eritropoietina, estando associado a causa de hipoplasias (HONSE,

2014). A leucopenia pode acontecer devido a uma disfuncdo medular e hematopoiese
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diminuida, que ocorre devido a acdo parasitaria ha medula 6ssea e por causa do

recrutamento dos leucécitos para varios orgaos (LACERDA,; et.al, 2017).

No hemograma (2), o paciente apresentou uma anemia microcitica e
normocrémica, de carater regenerativa. O que também foi observado em um estudo
citado por Honse (2014), que segundo o autor, ela ocorre devido a deficiéncia de ferro,

doencas crbnicas e anemias de doencas inflamatérias.

No primeiro momento da doenca, 0 paciente apresentou-se assintomatico, e 0s
niveis de eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina estavam melhores que quando ele
comecou a apresentar os sinais clinicos (Quadro 8). Isso ocorre devido a um intenso
parasitismo no local, o que leva a um quadro de disfuncdo da medula Ossea,

provocando uma diminuicao da eritropoiese (REIS; et.al, 2006).

Quadro 8 - Representacdo dos resultados obtidos nos hemogramas, comparando a quantidade de

células eritrocitarias, hematdcrito e hemoglobina, nas fases assintomaticas e sintomaticas do paciente.

Células Res. Tabela 01 Res. Tabela 02 Res. Tabela 04
Assintomatico Assintomatico Sintomético
Eritrécito M/pL 5.10 6.46 5.39
HCT 5 33.1 35.8 33.0
HGB g/dl 10.9 12.5 7.8

Fonte: Dados obtidos na Animais Centro Veterinario

A presenca de reticulocitose foram observadas em todos os exames de
hemogramas realizados, 0 que seria uma caracteristica das anemias regenerativas.
No entanto, de acordo com Stockham e Scott (2011), o percentual alto de reticuldcitos
nem sempre esta de acordo com uma reticulocitose verdadeira, pois em alguns casos
0 aumento dos reticulécitos pode estar relacionado com a diminuicdo eritrocitaria, e

nao uma resposta da medula 0ssea propriamente dita.

Os achados clinicos que o paciente apresentou sao bem caracteristicos na
LVC. A linfadenomegalia ocorre devido ao aumento da atividade dos linfécitos B, que
favorecem a presenca de infiltrado plasmocitario, induzindo o aumento dessas células

(JORGE; et.al, 2020). A presenca de mucosas hipocoradas, os sinais de apatia,
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fragueza e intolerancia aos exercicios estéo relacionadas ao quadro de anemia. E as
lesbes dermatoldgicas podem desenvolver devido a deposicdo de complexos imunes,

ou pela reducao das fibras de coldgeno, devido a acdo do parasita (HONSE, 2014).

Em relacdo ao mielograma, os resultados da série eritréide foram compativeis
com os hemogramas 1, 2 e 3. No mielograma 1 o paciente apresentou uma anemia
normocitica e normocrémica, de carater ndo-regenerativo. Sendo um tipo de anemia
muito frequente, porém o progndstico n&o é favoravel (MEDEIROS; et. al, 2008). E
comum esse tipo de anemia estar presente nos estagios iniciais de doencas que
provocam anemias, mas a persisténcia desse quadro pode levar a uma anemia nao
responsiva (SILVA, 2015). Esse processo de nédo regeneracdo ocorre devido a acao
do parasita na medula 0ssea, que compromete a producdo eritrocitaria devido a
infiltracdo que promove nos macréfagos, plasmacitos e linfocitos (COSTA — VAL; et.al,
2007). Animais que apresentam anemias nao regenerativas podem apresentar lesées
reversiveis e irreversiveis, sendo que o tipo de lesdo serd determinado pelo
comportamento proliferativo ou pelo controle das células-tronco na hematopoiese
(GATTI; et.al, 2014).

Na avaliacdo da série mieléide, o paciente apresentou um aumento nessas
células nos dois mielogramas realizados. O que nao € considerado um acontecimento
comum quando se trata de uma doenca de carater crénico, segundo os estudos
realizados por Trépia de Abreu, et.al (2011). Todavia, 0 mesmo autor acredita que o
aumento dessa linhagem de células, podem estar relacionadas com a resposta
inflamatéria que ocorre nos érgaos afetados. Quinnell et. al (2001), afirma que o
aumento dessas células da série mieloide ocorre devido a alta produgao de citocinas,

que no caso da LVC esta relacionada com a expressao de IFN-y.

Quanto aos linfocitos, o paciente apresentou linfocitose nos dois mielogramas
realizados. No hemograma (3) o paciente apresentou linfopenia (sangue circulante),
quando apresentou sinais clinicos da doenca, o que demostra ser uma alteracdo
comum em caes com LVC, segundo o estudo de Nicolato (2014). De acordo com este
autor, € um processo comum que acontece devido a preferéncia que essas células
tem em migrar para os orgéos linfoides infectados na intencdo de estabelecerem uma
resposta inflamatoria contra a LVC. Portanto a linfocitose na medula 6ssea seria uma

resposta compensatoria com a finalidade de oferecer linfocitos para os outros 6rgéos
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afetados pelo parasita e por isso, ocorre a diminuicdo dos niveis de linfécito no

sangue.

Os niveis de plasmdcitos também apresentaram alterados nos dois
mielogramas realizados. Isso € decorrente da intensa estimulacdo antigénica que
acontece devido a infeccdo causada pelo parasita. E o aumento dessas células estao

relacionadas a cronicidade da infeccdo (HONSE, 2014).

A monocitose também esteve presente nos dois mielogramas realizados.
Estando relacionada a resposta imune adquirida em relagéo aos microrganismos. Os
linfécitos T CD4 e CD8 produzem citocinas responsaveis por ativar os macrofagos,
sendo estes responsaveis pela fagocitose dos parasitas em sua forma amastigotas
(HONSE, 2014).

Em relacdo aos megacariocitos, o paciente apresentou uma baixa porcentagem
de producéo no mielograma (2). Seguido da auséncia dessas células no mielograma
(3). Portanto, os niveis de plaquetas apresentaram dentro dos valores de referéncia
no em todos hemogramas. Esses niveis dentro dos padrbes normais, podem estar
relacionados a presenca de células ainda circulantes na periferia, pois no mielograma
(2), a medula 6ssea ainda apresentava uma producéo. Porém, segundo Honse (2014),
a hipoplasia ou aplasia dos megacariocitos, podem estar relacionadas a uma

hipoplasia das suas precursoras.

A relacdo M:E no mielograma (2) apresentou dentro dos valores de referéncia,
porém os niveis estavam bem préximos do limite minimo. No mielograma (3) a relacéo
M:E apresentou diminuida, resultando numa hipoplasia mieloide e hiperplasia
eritroide. A relagdo M:E diminuida representa um aumento da celularidade
hematopoiética, que nesse caso foi na série eritréide, com o objetivo de suprir as
necessidades periféricas das células que estdo sendo destruidas devido ao quadro
de anemia (STOCKHAM; SCOTT, 2011)

Com relagéo ao tratamento, a terapia com ceélulas-tronco foi proposta apos a
avaliacéo clinica e analise dos exames realizados, ficando comprovado que o paciente
apresentava hipoplasia medular. Logo na primeira aplicacdo o paciente apresentou
uma mudanca em relacdo ao seu quadro de anemia, passando de uma anemia
normocitica normocromica — arregenerativa (mielograma 1), para uma anemia

normocitica hipocromica — regenerativa (hemograma 3). De acordo com Sousa
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(2016), isso ocorre quando a medula Ossea inicia uma resposta. Esse fator esta
relacionado, com a capacidade que o transplante de células-tronco tem em restaurar
a medula Ossea, de se diferenciar em células progenitoras e de promoverem a
imunomodulag&o (CAPLAN; DENNIS, 2006).

O uso da eritropoietina, foi associado ao tratamento como um complemento,
com a finalidade de potencializar os resultados. Sua funcéo € estimular a eritropoiese
e diminuir os efeitos da anemia. Taner (2016), relata que o uso da eritropoietina deve
ser realizado em pacientes que apresentam o hematécrito abaixo de 20%; o que néo
era o caso desse paciente, pois seu hematacrito estava sempre acima de 30%. Porém,
0 mesmo autor, relata que o uso da eritropoietina também pode ser realizado em
animais que apresentam sinais clinicos ligados a quadros de anemia, como: letargia,
perda de apetite, apatia e intolerancia aos exercicios. A eritropoietina vai atuar na
medula éssea aumentando a estimulacdo e a proliferacdo das células-tronco nos

eritrocitos, mais especificamente nos eritroblastos.

Ao final do tratamento, 0 paciente apresentou resultados muitos satisfatorios,
pois 0s exames de acompanhamento realizados nos meses seguintes, mostraram um
aumento de todas as células sanguineas, mantendo-se dentro dos valores de

referéncia (Quadro 9), representando uma total restauracao da medula 6ssea.

Quadro 9 — Resultados comparativo dos exames de hemograma, realizado no periodo inicial e final do

tratamento, comprovando a eficicia do tratamento de células-tronco na hipoplasia medular.

CELULAS Més 04/21 | MES 05/21 | MES 06/21 | MES 07/21 | VAL. DE REF.
Eritrocito 5.39 7.18 8.30 6.55 5.50 — 8.50
HCT 33.0 46.8 50.8 39.8 37.0-55.0
HGB 7,8 14.7 16.9 14.2 12.0 - 18.0
MVC 60.2 65.1 61.2 60.8 60.0 - 77.0
MCH 13.8 20.5 20.4 21.7 18.5 — 30.0
MCHC 31,5 33.3 35.7 30.0-375
Reticuldcitos 102.7 308.2 73.0 228.6 10.0 -110.0
Leucdcitos 2.87 8.11 7.85 15,18 5.50-16.90
Neutréfilos 2.02 4.87 3.48 8.70 2.00-12.0
Linfécitos 0.41 1.87 3.75 4.78 0.50 —4.90
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Monocitos 0.39 0.86 0.47 1.13 0.30 -2.00
Eosindfilos 0.02 0.44 0.09 0.55 0.10-1.49
Basofilos 0.03 0.07 0.06 0.02 0.00-0.10
Plaguetas 298 342 429 515 175 - 500

Fonte: Dados obtidos na ficha do paciente.

Fazendo uma analise comparativa com outros estudos, foi possivél observar
gue a terapia com células-troncos também respondeu de forma positiva em diferentes
casos de disfungbes medulares. Santos, Winck e Braga (2017), utilizaram a terapia
de células-tronco em felinos com aplasia medular causado pela DRC, e observaram
um aumento significativo do hematoécrito e os animais ao final do tratamento se

mantiveram estaveis e dentro dos valores de referéncia.

Amorim (2020), realizou um estudo em 6 caes com hipoplasia medular e
concluiu que todos o0s animais apresentaram uma recuperacao da medula 6ssea e um

aumento na producao das células do sangue circulante.

Gatti, et.al (2014), realizou o tratamento em um cao com hipoplasia eritréide e
0s exames demostraram uma resposta medular com aumento da porcentagem do

hematdcrito por longos periodos.
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4. CONCLUSAO

A terapia com células-tronco € uma revolucdo da medicina humana e cada vez
vem ganhando mais espaco na medicina veterinaria. A capacidade que essas ceélulas
tém em se regenerar e se diferenciar em outras células, trazem uma expectativa de
cura para muitas doencas graves. O relato de caso apresentado, mostrou uma
resposta muito eficiente no uso das células-tronco no tratamento de hipoplasia
medular, o que também foi observado em outros estudos, em diferentes casos de

disfungbes medulares.
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