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RESUMO

A diarreia € uma manifestacdo clinica comum em cées, sendo a gastrenterite
hemorragica causada por parvovirose mais prevalente em jovens. Estabelecer o
diagndstico pode ser um desafio, porém, o tratamento € igual ou semelhante na
maioria dos casos. Assim sendo, o objetivo geral desse trabalho foi investigar o efeito
do transplante de microbiota fecal (TMF) na recuperacéao clinica de caes filhotes com
gastrenterite hemorragica comparando o uso de diferentes aliquotas de fezes. Foram
avaliados 18 cédes com gastrenterite hemorragica por parvovirose, sem restricao de
raca, sexo e com idade entre 2 e 12 meses. Os animais foram distribuidos em trés
grupos com seis individuos cada. O grupo controle (CON) recebeu apenas terapia
convencional/padrao (fluidoterapia, antibiético, protetores de mucosa, antieméticos e
antiacidos), o grupo TMF10 recebeu terapia convencional mais o TMF com 10 gramas
de fezes, e o grupo TMF20 tratamento convencional mais TMF com 20 gramas de
fezes. Os caes foram avaliados diariamente por meio de exame clinico e registrou-se
as caracteristicas das fezes quanto a consisténcia, ou seja, se liquida, pastosa ou
normal. Considerou-se como recuperacao clinica o exame fisico normal, a evolucao
de diarreia para fezes pastosas e a presenca de apetite sem vomitos. Os resultados
em relacédo a consisténcia das fezes demostrando o periodo de recuperacao clinica
dos animais e alta, foram analisados utilizando ANOVA seguida de teste de Tukey
para fins de comparacao. Nos grupos TMF o tempo de recuperacao clinica foi mais
rapido quando comparados ao grupo controle. Quando comparados entre si, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos que receberam o transplante, porém,
observou-se que a recuperacao clinica no grupo TMF20 foi discretamente melhor que
no grupo TMF10. Conclui-se que o TMF proporciona melhora clinica mais rapida e
menor tempo de hospitalizacdo dos caes e que um maior volume fecal no TMF podera

proporcionar melhores resultados.

Palavas chave: animais; intestino; fezes; infecgdes; disbiose; microbioma.
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ABSTRACT

Diarrhea is a common clinical manifestation in dogs, with hemorrhagic gastroenteritis
caused by parvovirus being more prevalent in young people. Establishing the
diagnosis can be a challenge, however, the treatment is the same or similar in most
cases. Therefore, the general objective of this work was to investigate the effect of
fecal microbiota transplantation (FMT) on the clinical recovery of puppies with
hemorrhagic gastroenteritis, comparing the use of different aliquots of feces. Eighteen
dogs with hemorrhagic gastroenteritis due to parvovirus were evaluated, without
restriction of breed, sex and aged between 2 and 12 months. The animals were divided
into three groups of six individuals each. The control group (CG) received only
conventional/standard therapy (fluid therapy, antibiotics, mucosal protectors,
antiemetics and antacids), the TMF10 group received conventional therapy plus TMF
with 10 grams of feces, and the TMF20 group received conventional plus TMF with 20
grams of feces. The dogs were evaluated daily through clinical examination and the
characteristics of the feces were recorded in terms of consistency, that is, whether
liquid, pasty or normal. Clinical recovery was considered to be a normal clinical
examination, the evolution of diarrhea to soft stools and the presence of appetite
without vomiting. The results regarding the consistency of the stools, demonstrating
the period of clinical recovery of the animals and discharge, were analyzed using
ANOVA followed by Tukey's test for comparison purposes. In the TMF groups, the
clinical recovery time was faster when compared to the control group. In the TMF
groups, when compared to each other, there was no statistical difference, however, it
was observed that the clinical recovery in the TMF20 group was slightly better than in
the TMF10 group. It is concluded that the FMT provides faster clinical improvement
and shorter hospitalization time of the animals and that, possibly, a larger fecal volume

in the FMT may provide better results.

Keywords: animals, bowel, feces, infections, microbiome.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Paciente canino submetido a terapia com transplante de microbiota fecal,
com a pelve elevada para auxiliar a progressao do conteudo fecal depositado na

porcao proximal do reto, Londrina-PR, 2022...........coouiiiiiiiiieeieeeece e 38

Figura 2 — Gréafico comparando o tempo de melhoria da consisténcia das fezes
(liquidas para pastosas e/ou firmes e/ou auséncia de fezes) de caes filhotes positivos
para parvovirose dos grupos controle (CON) e com tratamento adjuvante com 10
gramas de fezes (TMF10) ou 20 gramas de fezes (TMF20), no periodo de novembro
de 2021 a maio de 2022, LoNdriNa-PRo........oouniiiiiee e 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 (artigo n°® 01) — Média (M) e Erro Padrao (EP) para os dias de internamento
e melhora clinica da diarreia de caes filhotes com gastrenterite hemorragica positivos
para parvovirose dos grupos Controle e que receberam terapia adjuvante com
transplante de microbiota fecal (TMF) com 10 (TMF10) ou 20 (TMF20) gramas de
fezes, excetuando-se os 6bitos, no periodo de novembro de 2021 a maio de 2022,
[ o [ ] = T 42

Tabela 1 (artigo n°® 02) — Informacdes sobre os cdes que tiveram parvovirose e
receberam apenas terapia padrao (grupo controle) ou que receberam adicionalmente
transplante de microbiota fecal (grupo TMF), no periodo de marco de 2019 a dezembro
de 2022, LONAMNNA-PR ...t e e e e e e e e eas 53

Tabela 2 (artigo n° 02) Avaliacdo estatistica das principais respostas do questionario
(Fisher's Test), realizado com tutores sobre cdes que tiveram parvovirose e receberam
apenas terapia padrao (grupo controle) ou que receberam adicionalmente transplante
de microbiota fecal (grupo TMF), no periodo de margo de 2019 a dezembro de 2022,
0 o [ = T 54



CaCVv
CON
CDV
COVID 19
CPV
CPV-2
CPV-2a
CPV-2b
CPV-2c
DIl
DNA
FISH
GEH

Gl

HV

M

PCR
SNG
TMF
TMF10
TMF20
TGI
UEL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Coronavirus Canino

Grupo Controle

Virus da Cinomose Canina

Doenca (pandemia) do Coronavirus 2019
Parvovirus Canino

Parvovirus Canino Tipo 2

Parvovirus Canino Tipo 2a

Parvovirus Canino Tipo 2b

Parvovirus Canino Tipo 2¢

Doenca Inflamatodria Intestinal

Acido desoxirribonucleico

Hibridizac&o Fluorescente in situ
Gastrenterite Hemorragica
Gastrintestinal

Hospital Veterinario

Microbiota Intestinal

Reacao da Polimerase em Cadeia
Sequenciamento de Nova Geracao
Transplante de Microbiota Fecal

Grupo Tratamento que recebeu 10 gramas de TMF
Grupo Tratamento que recebeu 20 gramas de TMF
Trato Gastrintestinal

Universidade Estadual de Londrina



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

5.1
5.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 14
REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO .....c.ooviieeeeceeeeeeeee e, 16
Microbiota INtESHINGL...........i i 16
Identificac@o das bactérias iNteStiNAIS ............uuveeieieeriiiiiiieeeee e 17
Dishiose INtESHINGAI .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiee e 19
INEEIAGED COM VITUS ....iiiiiiieiiiiiiiee ettt e e e e 21
Diarreia AQUAA €M CEES ......ciee e it e e e e eanans 21
Diarreia responsiva a antibiotiCo ...........ccoooooviiiiiiiiii e, 22
PAIVOVIFOSE ...uuiiiie ettt e e e e ettt s e e e e e e e e eeaaban e e e eeeeeeennees 23
Transplante de Microbiota Fecal ..............cccoooeei 25
JUSTIFICATIV A 28
HIPOTESE ...ttt ettt 30
OBUIETIVOS ... 31
GERAL ...ttt 31
ESPECIFICOS ...ttt 31

ARTIGO CIENTIFICO N° 01 - Uso de diferentes aliquotas de microbiota

fecal no tratamento de cdes com gastrenterite hemorragica.............. 32

ARTIGO CIENTIFICO N° 02 - Acompanhamento de cdes com
gastrenterite hemorragica por parvovirose apos transplante de

MICTODIOTA FECAl ... e e e e e e 49

ARTIGO CIENTIFICO N° 03 - Transplante de microbiota fecal como
tratamento alternativo em casos de diarreia crénica apos infeccéo por

parvovirus canino: relato de dOiS CaSOS .....cvvviiieiiieiiiiiiiie e 62



10

11

12

CONCLUSOES ... et 72

DIFICULDADES. ..ottt ee ettt 73
EQUIPE DE COLABORADORES .......ccooviviveeeeeeeeeeee e s, 74
REFERENCIAS........oiioeiteeeeeete ettt ettt 75
F N =@ 1T 90

ANEXO 1 (artigo n°® 1) — Termo de consentimento livre e esclarecido para
[0 LSET0 [ 7= U PSS 90
ANEXO 2 (artigo n° 1) — Formulario para caracteriza¢do do paciente canino
com diarreia no atendimento iNicial..............uuiiiiiieeiiiieeiie e, 91
ANEXO 1 (artigo n° 2) — Questionario utililizado para pesquisa de sinais de

doencas gastrintestinais e outras em caes apis parvovirose ................... 92



© 00O N O o B~ W N

W NN N DN DNDNDDNDNDNDNDRRR R B B B B B
©O © 0 N o O & W N PFP O © 0 N o o ~ W N B O

14

1 INTRODUCAO

A diarreia esta entre os problemas mais comuns que acometem os caes jovens.
E uma manifestacéo clinica que pode ser causada por virus, bactérias, protozoarios
(Giardia, Coccidia), helmintos (Ancylostoma, Trichuris), doencas inflamatorias
intestinais imunomediadas primarias ou ter origem alimentar (WILLARD, 2015). Dados
obtidos em pesquisas realizadas no Brasil e no mundo mostram que diarreias oriundas
de infeccbes, sdo na maioria de etiologia viral ocasionadas principalmente por
Parvovirus canino (CPV-2) do tipo 2a, 2b ou 2c (PINTO et al. 2012; MIRANDA &
THOMPSON, 2016; KILIAN et al., 2018). Outros virus também podem causar diarreia
como virus da Cinomose (CDV - Canine Distemper Virus) (HEADLEY et al., 2015),
Coronavirus canino (CaCV) (PINTO et al., 2014), Rotavirus canino (GABBAY et al.,
2003) e Kobuvirus canino (MIYABE et al. 2019). Esse quadro, dependendo da idade,
imunidade e/ou associagéo entre os agentes infecciosos pode levar o paciente a um
estado critico e contribuir com a alta taxa de mortalidade, sendo constante a busca de
novas abordagens clinicas e terapéuticas (AYDIN; KIRBAS, 2021).

Enterites severas como as causadas por parvovirose e o0 uso de antibioticos
podem levar a doencas gastrintestinais cronicas (KILIAN et al., 2018), sendo que
estudos moleculares avaliando as comunidades bacterianas do TGI canino,
demostraram a presenca de disbiose intestinal (alteracbes nas comunidades
microbianas) em cdes com doencas gastrintestinais, assim como a possibilidade de
reestabelecimento da microbiota saudavel por meio do uso do Transplante de
Microbiota Fecal (TMF) (CHAITMAN et al., 2016; BERLANDA et al., 2021; GAL et al.,
2021; WHITTEMORE et al., 2021).

O TMF tem sido cada vez mais utilizado em seres humanos acometidos por
enterocolites, porém a investigacdo de sua eficacia em medicina veterinaria esta
apenas comec¢ando, sendo seu uso indicado principalmente em casos de diarreia
cronica (CHAITMAN et al., 2016; SCHMITZ, 2022).

No Brasil, um estudo pioneiro realizado por Pereira e colaboradores (2018)

envolvendo cées filhotes com diarreia aguda e gastrenterite hemorragica (GEH),
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ocasionada por parvovirus demonstrou que o TMF realizado por via retal associado
ao tratamento convencional levou a recuperacéo clinica mais rapida, menor periodo
de hospitalizagdo e diminuicdo da mortalidade para 10% quando comparado ao
tratamento convencional sem transplante, no qual houve uma taxa de mortalidade de
18%. Este estudo foi realizado pelo autor dessa tese e a partir dos resultados obtidos,
houve a motivagdo para dar continuidade na linha de estudo relacionado aos
beneficios clinicos a partir da terapia adjuvante com TMF em cdes com GEH por
parvovirus. O objetivo geral deste estudo foi investigar se diferentes quantidades em
gramas de fezes utilizadas no TMF poderiam ocasionar diferentes resultados na
recuperacao clinica dos animais, propondo a tese de caes tratados com aliquotas de
fezes de maior volume apresentariam melhora clinica mais réapida quando

comparados a cées tratados com aliquotas de fezes de menor volume.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal (MIl) pode ser definida como a colecdo dos
microrganismos (bactérias, fungos, protozoarios e virus) que habitam o trato
gastrintestinal (TGI). Inumeras abordagens para a identificacéo bacteriana revelaram
gue a microbiota gastrintestinal de cdes e gatos € um ecossistema extremamente
complexo, composto por varias centenas de diferentes espécies bacterianas que
podem interagir com virus (SUCHODOLSKI et al., 2009; HANDL et al., 2011; HAND
et al., 2013; LV et al., 2021).

Um ecossistema microbiano equilibrado € de importancia crucial para a saude
do hospedeiro, uma vez que proporciona estimulos para o sistema imunoldgico, ajuda
na defesa contra enteropatdgenos e fornece beneficios nutricionais (SUNVOLD et al.,
1995; OCHMAN et al., 2010; SUCHODOLSKI, 2016; LV et al., 2021).

Um dos maiores obstaculos para a compreenséo das interacdes hospedeiro-
microbiota em cées é o fato de que a maioria dos estudos avaliando microbiota em
doencas gastrintestinais examinou apenas um Unico momento ou um pequeno
ndmero de animais doentes (HONNEFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014). No
entanto, este tipo de andlise, € desafiadora pelo fato de que as comunidades
microbianas s&o intrinsecamente dinamicas e afetadas por flutuacdes diarias
dependentes do meio ambiente, da dieta, das atividades e da salde do hospedeiro,
além de fatores genéticos (DETHLEFSEN; RELMAN, 2011; KNIGHTS et al., 2014;
KARST, 2016).

Nos mamiferos, a Ml exerce influéncia marcante no hospedeiro, tanto durante
a homeostase quanto nas doencas (KARST, 2016). Em seres humanos, foi
demonstrado que desempenha papel importante na manutengcdo da saude e na
patogenia de varias doencas como, por exemplo, obesidade, diabetes mellitus,
alergias, sindrome do intestino irritavel, entre outras (BLASER; FALKOW, 2009;
HONNEFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014).
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A estimulagéo do sistema imune do hospedeiro e a producédo de metabdlitos
microbianos sdo considerados uma das mais importantes for¢cas motrizes por tras da
co-evolugao de microbiota com seu hospedeiro (OCHMAN et al., 2010). Intervengdes
graves podem levar & degradacdo total deste ecossistema, como por exemplo,
doencas que causam diarreia e/ou pelo uso de medicamentos tais como antibioticos,
corticoides e gastroprotetores (IGARASHI et al., 2014; IMHANN et al., 2016; KILIAN
et al., 2018; CERQUETELLA et al., 2020; CERRI et al. 2020; CHAITMAN et al., 2020;
PILLA et al., 2020; SCHIRO et al., 2022).

2.2 ldentificacdo das bactérias intestinais

A identificacdo dos microorganismos que habitam o intestino é complexa, mas
com o uso de técnicas como cultura bacteriana, hibridizacao fluorescente in situ (FISH:
fluorescence in situ hybridization), Sequenciamento de Nova Geragédo (SNG), PCR
em tempo real (QPCR) e outros, esta sendo possivel caracterizar e quantificar
microbiota bacteriana (GUARD et al., 2015).

E importante ter uma compreensdo da microbiota normal para permitir a
avaliacdo da disbiose. E sabido que um grande obstaculo para a compreenséo das
interacBes hospedeiro-microbiota em cées e gatos é o fato de que até a maioria dos
estudos avaliando microbiota em doencas gastrintestinais examinou apenas um unico
momento numa determinada linha de tempo, ou ter avaliado apenas um pequeno
namero de animais doentes (HONNEFFER, 2014). Este tipo de analise € dificil porque
as comunidades microbianas sdo intrinsecamente dinamicas e afetadas por
flutuacdes diarias dependentes da dieta, atividades e saude do hospedeiro
(DETHLEFSEN; RELMAN, 2011; KNIGHTS et al., 2014; COSTA; WESSE, 2018).

A identificacdo das bactérias pela cultura bacteriana ndo é o método mais
adequado para a caracterizacao de locais que apresentam muitos microorganismos,
como o TGI de mamiferos. Este método ndo pode ser usado para quantificar nimero
de bactérias totais e ndo permite a identificagdo da maioria dos grupos bacterianos.
Uma das razdes para a incapacidade de cultura da maioria das bactérias intestinais €

a falta de conhecimento a respeito de seus requisitos de crescimento ideais, sendo
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que menos de 20% dessas sdo cultivAveis com técnicas de laboratério
(SUCHODOLSKI, 2016).

Porém, o isolamento e a cultura sdo necessarios para caracterizar novas
espécies de bactérias e podem ajudar na identificacdo de microrganismos. As novas
técnicas de sequenciamento tém sido as de escolha para caracterizagdo mais ampla
da microbiota intestinal, mas até o momento nenhuma técnica padronizada foi eficaz
para identificacdo da maioria das bactérias residentes no TGI canino (COSTA et al.,
2015; SUCHODOLSKI, 2016).

Técnicas moleculares, especialmente métodos de SNG, tornaram-se
disponiveis recentemente, e uma série de publicacdes trouxe novos horizontes sobre
esta comunidade microbiana complexa (STEELMAN, 2012; BORDIN, 2013).
Observou-se que na maioria das espéecies de mamiferos, Firmicutes € o principal filo
bacteriano encontrado no intestino, seguido do filo Bacteroidetes e, em alguns casos,
Verrucomicrobia (COSTA; WESSE, 2018).

O SNG de genes 16S rRNA é uma ferramenta util para avaliar a microbiota
intestinal, visto que fornece uma visao geral das propor¢gbes de todos grupos
bacterianos dentro da microbiota. Devido aos custos e tempo para os resultados, SNG
ndo esta disponivel na rotina diagndstica. E importante observar que os grupos
bacterianos menos frequentes, estao tipicamente presentes em uma proporcao tao
baixa do total de bactérias que podem nédo ser identificados mesmo quando séo
empregadas técnicas de alto rendimento. Portanto, para a deteccdo ou quantificacdo
de grupos bacterianos em baixa abundancia é recomendado o uso adicional de
Reacao da Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR) com primers
especificos (SUCHODOLSKI, 2016).

O uso da FISH é considerado o método mais acurado para a quantificacao de
grupos bacterianos, porque € baseado em contagens microscopicas ao invés de
amplificagcédo de DNA e permite visualizar a localizagdo de bactérias no epitélio, por
exemplo, intracelular, aderidas ou invasivas. Uma desvantagem desta técnica é nao

permitir alto rendimento na analise de amostras (SUCHODOLSKI, 2016).
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Alguns primers habitualmente utilizados e protocolos de PCR subestimam a
presenca de grupos especificos de bactérias, por exemplo, Bifidobacterium spp.
Assim, deve-se ter cuidado quando se comparam resultados quantitativos entre os
estudos que usaram diferentes protocolos de extracdo de DNA para PCR. Em adicao
a identificacdo de grupos bacterianos, uma peca-chave para a compreensdo do
impacto da microbiota sobre a saude gastrintestinal € o de explorar a funcionalidade
da comunidade microbiana. A analise metabol6bmica pode melhorar a compreenséao
das vias metabdlicas complexas, com o objetivo de encontrar novos biomarcadores
para a etiologia, progressdao e tratamento de doencas gastrintestinais
(SUCHODOLSKI, 2016).

2.3 Dishiose intestinal

O termo disbiose refere-se as alteracbes nas comunidades bacterianas e
desempenha um papel essencial na patogénese de varias doencas intestinais
(PACKEY; SARTOR, 2009; ROUND; MAZMANIAN, 2009; HALL, 2011; MINAMOTO
etal., 2014; COSTA; WESSE, 2018; PARK et al., 2019). A disbiose tem sido apontada
como um fator de risco para exacerbacdo da inflamacéo intestinal. Portanto, o
restabelecimento da normobiose € um resultado terapéutico desejado
(SUCHODOLSKI, 2016). Essas alteracdes sdo semelhantes a disbiose observada em
seres humanos e em modelos animais de inflamacéo intestinal (SWIDSINSKI et al.,
2008; SOKOL et al., 2009; SUCHODOLSKI, 2016; VITALE, 2021), sugerindo que as
respostas microbianas em estados inflamatérios intestinais sdo conservadas entre
diferentes espécies de mamiferos. Desta forma, cdes podem servir como modelo para
estudar abordagens terapéuticas para condi¢des inflamatérias espontaneas do TGl
(HONNEFFER; MINAMOTO; SUCHODOLSKI, 2014).

Embora tenha sido demonstrado que a inflamacéao entérica induza a disbiose
(CRAVEN et al., 2012), acredita-se que o inverso também ocorra (DUBOC et al., 2013;
REDFERN et al., 2017). De fato, os cdes com diarreia apresentam alteracées na

microbiota intestinal com menor abundancia de bactérias comensais (por exemplo:
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Faecalibacterium, Ruminococcus e Blautia spp.) (MINAMOTO et al., 2014; SCHMITZ,
SUCHODOLSKI, 2016).

Disbiose, incluindo sinais clinicos associados, também pode ser induzida por
administracdo de antimicrobianos (PEREZ-COBAS et al., 2013; SUCHODOLSKI,
2016). Alguns agentes antimicrobianos de amplo espectro, tais como metronidazol,
induzem grandes mudancas na populacao bacteriana; estas alteragdes assemelham-
se aos padrdes de disbiose que sé&o observados em enterite cronica (MINAMOTO et
al., 2014; GEVERS et al., 2014).

Mudangas na composi¢do da microbiota geram consequéncias funcionais e
imunologicas para o hospedeiro, mas a extensdo dessas mudancas dependera da
magnitude e o padrdo de disbiose (isto é, quais grupos bacterianos sao alterados) e
qual localizacdo desta (intestino delgado ou intestino grosso). Um melhor
entendimento destas consequéncias filogenéticas e funcionais pode resultar numa
melhor compreensao da patogénese das doencas (SUCHODOLSKI, 2016).

Estudos epidemiolégicos em seres humanos tém revelado que disbiose
causada pela administracdo de farmacos, como antimicrobianos, anti-inflamatérios,
inibidores da secrecdo acida, € um importante fator de risco para algumas doencas
cronicas (GARCIA-MAZCORRO et al.,, 2012), dentre as quais podemos citar
obesidade, alergia, diabetes tipo 2, sindrome do intestino irritavel, distirbios auto-
imunes e mudangas comportamentais (BLASER; FALKOW, 2009; HONNEFFER et
al., 2014; WALSH et al., 2014; METSALA et al., 2015; SAARI et al., 2015).

Estes dados iniciais em seres humanos, combinado com a melhor
compreensao das propriedades imunomoduladoras da microbiota intestinal, sugerem
gue o diagnostico e correcdo adequada da disbiose vai se tornar um alvo terapéutico
importante. Isso poderia incluir o uso de dietas e/ou prebidticos altamente digestiveis,
uso de probidtico e agentes antimicrobianos. No entanto, apenas os dados clinicos
atuais, ndo sao suficientes fazer recomendacdes para a escolha da melhor terapia
para padrdes diferentes de disbiose (SUCHODOLSKI, 2016).
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2.4 Interagdo com virus

Comumente os virus entéricos patogénicos interagem com as bactérias
comensais do TGI, podendo haver resultados benéficos ou inibitorios para a infeccao.
Apesar da discussdo quanto ao uso dos antibiéticos em casos de diarreias virais, ha
relatos de virus entéricos que utilizam as bactérias comensais para aumentar sua
viruléncia. Estes se utilizam de mecanismos que facilitam a infeccdo viral direta,
incluindo a estabilizacdo bacteriana de particulas virais e a facilitacdo da ligacédo viral
para acessar as células-alvo prejudicando a resposta imune anti-viral de um modo
indireto. Isto é, alguns virus entéricos se utilizam da microbiota intestinal para a
infeccdo. Embora a influéncia de bactérias comensais na infeccdo com o0s virus
entéricos tenha sido em grande parte inexplorada até os Ultimos anos, esta
rapidamente se tornando claro que a microbiota intestinal tem grande importancia

sobre o resultado de infec¢des por virus intestinais (KARST, 2016; LV et al., 2021).

2.5 Diarreia aguda em céaes

Nos céaes, as enterites agudas podem ser ocasionadas por agentes infecciosos,
dietas deficientes, mudancas abruptas na alimentacdo, alimentos inadequados e
parasitas (WILLARD, 2015). Na maioria das vezes a causa néo é diagnosticada, mas
a caracterizacao epidemioldgica e a identificacdo das causas da diarreia sdo de suma
importancia para permitir a escolha adequada do tratamento e evitar 0 uso
indiscriminado de antibiéticos (CERQUETELLA et al., 2020), uma vez que essa pratica
contribui para o desequilibrio da microbiota intestinal (PEREZ-COBAS et al., 2013), a
qual é fundamental para saude do hospedeiro (BONANOMI; IDBELLA; ABD-
ELGAWAD, 2021).

Com excecdo dos quadros mais graves, 0s animais melhoram
espontaneamente (WILLARD, 2015). Tal fato raramente € observado em filhotes, que
estdo mais sujeitos a adquirir doencas virais e apresentam altas taxas de mortalidade
nos casos de infeccao por parvovirus (JU et al., 2012; MAZZAFERRO, 2020; MIA,
HASAN, 2021).
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A terapia de suporte com foco na resolugdo dos sinais clinicos é a mais
indicada, com reposigéo de fluidos e restabelecimento do equilibrio eletrolitico e acido-
bésico. Uma inflamacao intestinal grave pode levar a vomitos, devendo ser adicionado
anti-emético na terapia e, nos casos de parvovirose, tradicionalmente associam-se
antibiéticos devido a acentuada leucopenia (WILLARD, 2015).

A necessidade de internamento e alta taxa de mortalidade em filhotes com
GEH, ocasionam prejuizos financeiros e emocionais e podem ser responsaveis pela

transmissao de zoonoses como Giardia spp e Clostridium difficile, entre outros.

2.6 Diarreia responsiva a antimicrobiano

Nos seres humanos, supercrescimento bacteriano intestinal € definido como o
aumento da contagem de bactérias no intestino delgado (JOHNSTON, 1999). Em
cdes, a existéncia de uma sindrome semelhante estd atualmente em debate
(SUCHODOLSKI, 2016). Embora uma causa distinta ndo tenha sido determinada, um
subconjunto de caes, geralmente jovens, cées de racas grandes podem desenvolver
diarreia crbnica responsiva a antimicrobianos como o0 metronidazol e tilosina
(REDFERN et al., 2017).

Alguns autores estdo usando o termo Diarreia Antibiético Responsiva (DAR),
uma vez que esta responde ao tratamento com antibiético (HALL, 2011). Além disso,
um subgrupo de cdes com DAR parece reagir especificamente a tilosina; o termo
Diarreia Responsiva a Tilosina (DRT) tem sido proposto para este subgrupo
(WESTERMARCK et al., 2005). Atualmente, nenhuma investigacao diagndstica esta
disponivel que permita uma melhor definicdo destes subgrupos. N&o é claro se estes
cées tém a mesma sindrome ou se existem subgrupos que poderiam ser classificados
COMO pequeno supercrescimento bacteriano intestinal, pequena disbiose intestinal,
DRT ou geralmente como DAR.

Disturbios causados pelas bactérias potencialmente patogénicas, tais como
Salmonella spp., Campylobacter spp., Clostridium perfringens enterotoxigenico e C.
difficile, ndo estao incluidos neste grupo (SUCHODOLSKI, 2016).
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E dificil diagnosticar disbiose discreta ou branda ou uma DAR, ja que cultura a
partir de material colhido ndo é util e estudos moleculares ndo foram relatados.
Portanto, ndo esta claro quais os grupos de bactérias que poderiam estar alterados.
A tentativa diagnostica pode ser feita com base em sinais clinicos, alteracdes nas
concentragdes séricas de cobalamina e folato e terapia com antibiéticos. No entanto,
uma vez que doencas causadas por patégenos intestinais nao identificados podem
responder ao tratamento com antibiéticos, uma resposta positiva a terapia nao
necessariamente confirma a presenca de uma pequena disbiose intestinal
(SUCHODOLSKI, 2016).

E importante a caracterizacdo dos principais agentes envolvidos nas diarreias
de cdes para adequado tratamento, evitando uso empirico de antibioticos e

identificando potenciais agentes zoonaticos.

2.7 Parvovirose

Parvovirus canino (CPV-2) é um virus DNA fita simples, responsavel por uma
infeccdo aguda causando gastrenterite, leucopenia e, em alguns casos, lesdo em
células do miocardio em caes jovens, gatos e carnivoros selvagens, sendo algumas
vezes fatal (SPIBEY et al. 2008; DECARO et al., 2009). E o virus entérico mais
importante para caes e parece estar em evolucéo continua, gerando novas variantes
genéticas e antigénicas em todo o mundo (CASTRO et al., 2010; KILIAN et al., 2018;
GRECCO et al., 2018).

CPV-2 surgiu no final dos anos 1970, causando epizootias em canis e abrigos
de todo o mundo. Logo ap6s a sua emergéncia, CPV-2 sofreu evolucdo dando origem
consecutivamente a duas variantes antigénicas, CPV-2a e CPV-2b que substituiram
progressivamente o tipo original. Em 2000, uma nova variante antigénica, CPV-2c, foi
detectada na Italia e rapidamente foi se espalhando para varios paises e outros
continentes (PEREZ et al. 2007; DECARO et al., 2009; STRECK et al., 2009; CASTRO
et al., 2010; DECARO; BUONAVOGLIA, 2012).

Em cées, as variantes antigénicas (2a, 2b e 2c), quando comparadas com CPV-
2 original, apresentam maior patogenicidade, tempo prolongado no hospedeiro e séo
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capazes de infectar e causar doencas até mesmo em gatos domeésticos e espécies
selvagens (DECARO; BUONAVOGLIA, 2012; PEREZ et al., 2007; SPERA, 2016).

Parvovirus canino é um grave patégeno de cées, responsavel por ocorréncia
de alta morbidade e mortalidade, apesar da disponibilidade de vacinas seguras e
eficazes (SPIBEY et al., 2008; MAZZAFERRO, 2020; MIA; HASAN, 2021).

A emergéncia e ampla disseminacdo de variantes de CPV com diferentes
propriedades epidemioldgicas e antigénicas nao tem apenas relevancia evolutiva, mas
também representa uma ameaca sanitaria consideravel em todo o mundo. A detec¢éo
e caracterizacdo das cepas de parvovirus canino (CPV-2) que circulam sdo essenciais
para a compreensdo da evolucéo viral e o desenvolvimento de medidas para controlar
sua disseminacéo (PEREZ et al., 2007; PINTO et al., 2012; GRECCO et al., 2018).

No mundo todo, CPV é um dos virus mais comuns para causar sinais clinicos
agudos entéricos, tais como vomitos, anorexia e diarreia (com ou sem sangue) em
caes jovens até seis meses de idade, mesmo em animais vacinados (CASTRO et al.,
2010; CASTRO et al., 2013; MAZZAFERRO, 2020; MIA; HASAN, 2021). Aliado a
estes sinais clinicos, comumente os animais apresentam leucopenia, febre e apatia,
havendo altas taxas de mortalidade em filhotes (JU et al., 2012; SPIBEY et al. 2008;
AYDIN; KIRBAS, 2021).

Ja é comprovado que cdes acometidos por parvovirose apresentam disbiose
(PARK et al., 2019) e, segundo Kilian e colaboradores (2018), os que sobrevivem ao
quadro apresentam maior risco (aproximadamente 3,5 vezes) de desenvolverem
doencas intestinais crénicas quando comparados ao grupo controle.

O progndstico depende da condicdo do animal e pode ser influenciado pela sua
idade. Animais muito jovens e/ou muito magros e/ou desnutridos e aqueles com
Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) tem progndstico reservado, mas
havendo a terapia adequada e se 0s animais sobrevirem aos primeiros quatro dias
dos sinais clinicos o prognéstico é considerado bom (WILLARD, 2015; ALVES et al.,
2020).
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2.8 Transplante de Microbiota Fecal

Embora seja possivel a recuperacdo espontdnea da Ml apos os episddios de
diarreia, ndo é garantido que ela ocorra em todos 0s casos. A proposta de repor a Ml
nos casos de diarreia representa uma promessa como meio terapéutico na medicina
veterindria, assim como j4 utilizada na medicina humana, e estudos recentes que
confirmam que, manipulagdes diretas ou indiretas da microbiota intestinal por meio de
antibiéticos, dieta, pré e probiéticos ou TMF podem ter efeitos benéficos nas doencas
gastrintestinais de cdes e gatos (KELLEY et al., 2009; GOUGH et al., 2011;
RAMADAN et al., 2014; ROSSI et al., 2014; REDFERN et al., 2017; PEREIRA et al.,
2018).

O TMF é caracterizado pela deposicdo de uma solucéo de fezes de um doador
saudavel no intestino de um paciente doente, restaurando a microbiota (KHORUTS,
2010; GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011; FUENTES, 2014). Em poucos dias, a
composicdo bacteriana intestinal do receptor podera assemelhar-se a do doador
havendo resolucdo da diarreia (KHORUTS et al., 2010; JALANKA et al., 2016). No
entanto, dados que caracterizem a colonizacao eficaz pela microbiota transplantada
ainda sao limitados, em funcéo da sua recente utilizacdo em humanos e animais
(WEINGARDEN et al. 2015), além de ndo haver um consenso sobre o procedimento
e selecdo do doador (SCHMITZ, 2022). Esta técnica se mostrou promissora para o
tratamento de diarreia crbnica em cées e gatos, sendo a resposta clinica consistente
com uma mudanca acentuada no microbioma fecal ap6s o tratamento (WESSE, 2013;
BERLANDA et al., 2021).

O primeiro relato de seu uso em humanos foi em 1958, como adjuvante em
colite pseudomembranosa (EISEMAN et al., 1958 apud GOUGH; SHAIKH; MANGES,
2011, p.994). Porém, desde o século IV na China existem evidéncias de seu uso para
tratar intoxicacdo alimentar e diarreia grave em humanos, e em veterinaria tratar
doencas do rumen no século XVII (KELLY et al., 2015).

Embora o mecanismo exato da acdo do TMF ainda permaneca desconhecido,
acredita-se que este restaura a composicao e a funcdo da microbiota do receptor



© 00 N o o B~ W N P

W NN N DN DNDNDDNDDNDDNDNDR R R P R R P B R
O © O N o OO B8 W NP O © © ~N o o h W N kB O

26

(GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011), fato que est4 sendo comprovado por estudos
atuais (HAMILTON et al., 2013; JALANKA et al., 2016; PEREIRA et al., 2018).

Ainda ndo ha uma técnica padrao para o TMF, mas as fezes do doador podem
ser usadas frescas ou congeladas, diluidas em agua ou solugéo salina e parece nao
haver perda da eficacia (GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011; HAMILTON et al., 2012;
SCHMITZ, 2022).

Em humanos, a solugdo com fezes € depositada no TGl mediante enemas,
tubo nasogastrico (ou nasojejunal) ou por gastro, jejuno ou colonoscopia. Por ser
seguro e acessivel, o TMF esta sendo usado em larga escala na medicina humana
em casos de infeccéo recorrente por Clostridium difficile, colite pseudomembranosa,
doenca inflamatéria intestinal e sindrome do intestino irritAvel (GOUGH; SHAIKH;
MANGES, 2011; HAMILTON et al.,, 2013; KASSAM et al., 2014). Nos casos de
infeccédo recorrente por Clostridium difficile, o TMF resultou na normalizacdo rapida de
composicdo bacteriana da amostra fecal a partir de um estado marcadamente
disbiético a um estado de microbiota fecal normal (WEINGARDEN et al., 2015).
Nestes, o TMF pode solucionar até 95% dos casos (GOUGH et al., 2011) e seu uso
nesse tipo de infeccéo foi relatado em céo (DINIZ et al., 2021). Ja foi provado que a
mudanca da microbiota € rapida e duradoura, ocorrendo a partir do 3° dia pés-TMF e
permanecendo durante acompanhamentos de até um ano (JALANKA et al., 2016).

O uso de TMF foi descrito em cédes com diarreia crénica e aguda, sendo a
aplicacdo via enema ou colonoscopia havendo resultados positivos em ambas as
formas de aplicacdo (MURPHY; CHAITMAN; HAN, 2014; WEESE; COSTA; WEBB,
2013; PEREIRA et al., 2018; DINIZ et al., 2021).

Na maioria das vezes, antibiéticos sdo utilizados no tratamento das diarreias, o
gque pode agravar a disbiose intestinal e levar a resisténcia bacteriana
(SUCHODOLSKI et al., 2009; SCHIRO et al. 2022). O TMF pode minimizar os efeitos
destes e restaurar a microbiota alterada pelo estado inflamatério causado pela
doenca. Na literatura consultada, ha poucos relatos sobre seu uso nos casos de
diarreia hemorragica aguda (PEREIRA et al. 2018; CHAITMAN; GASCHEN, 2021;
LEON; FLOREZ, 2021).
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O trabalho de Pereira e colaboradores (2018) foi pioneiro no Brasil e
provavelmente no mundo e foram obtidos resultados promissores, uma vez que a
recuperacao clinica foi mais rapida, houve menor periodo de hospitalizacdo e menor
mortalidade dos caes com parvovirose que receberam o TMF associado a terapia
padrao de suporte. Assim sendo, baseado nos referidos estudos julga-se poder
concluir que o TMF é uma técnica eficaz e segura no tratamento de cades com diarreia,
desde que haja critérios na obtencdo de um doador saudavel e no acondicionamento
e processamento adequado das fezes a serem transplantadas.
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3 JUSTIFICATIVA

A gastrenterite hemorragica por agentes virais ou outra causa € sinal de
afeccao grave, frequente e com grande potencial para mortalidade nos céaes filhotes,
representando alta demanda nos atendimentos clinicos referentes a pequenos
animais (SANTOS, 2006; MAZZAFERRO, 2020). O CPV-2 é um dos principais
agentes virais envolvidos nos episédios de GEH e morte de filhotes, principalmente
em paises de clima tropical, como acontece no Brasil (CASTRO et al., 2010; GRECCO
et al., 2018; PEREIRA et al., 2018). O tratamento do paciente continua voltado para
minimizar os sinais clinicos com a administracao de fluidos intravenosos, protetores
gastricos, anti-eméticos e terapia antimicrobiana (MIA; HASAN, 2021). Na ultima
década ndo houve grandes avanc¢os no que se refere a mudancas nas modalidades
de tratamento dos c&des com diarreias de modo geral.

A alta incidéncia de gastrenterite hemorragica por parvovirose em caes em
areas de clima quente como na regido de Londrina, representa um estimulo para se
pesquisar a respeito dos efeitos do TMF em cédes com diarreia aguda acometidos pelo
CPV-2, visto que sua eficacia em relacdo a melhora clinica ja foi comprovada
(PEREIRA et al., 2018). Considerando que o TMF tem sido usado com sucesso em
seres humanos com diarreia (JALANKA et al., 2016), mais estudos clinicos
controlados sé@o necessarios para que se possa comprovar a eficacia e seguranca do
uso do TMF na espécie canina.

Dados que caracterizam a colonizagéo eficaz pela microbiota transplantada séo
limitados (WEINGARDEN et al., 2015), até 0 momento ndo existe padronizacéo e nao
foram encontrados estudos que comparem diferentes aliquotas de fezes para
realizac&o do transplante fecal, 0 que nos motivou a investigar se volumes maiores de
fezes na realizacdo do TMF poderiam ocasionar recuperacgao clinica mais rapida do
paciente quando comparado a aliquota utilizada no estudo de PEREIRA et al. (2018).

Nossa pesquisa se refere a uma terapia de baixo custo e facil aplicacdo. Os

resultados tém o potencial de salvar vidas, melhorar o bem-estar animal e reduzir o
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uso indiscrinado de antibiéticos, bem como as despesas relacionadas a hospitalizagédo

dos pacientes.
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4 HIPOTESE:

Caes tratados com aliquotas de fezes de maior volume apresentardo melhora
clinica mais rapida quando comparados a cdes tratados com aliquotas de fezes de

menor volume.
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5 OBJETIVOS:

5.1 Geral

Avaliar a melhora clinica de caes com gastrenterite hemorragica por parvovirus

tratados com transplante de microbiota fecal.

5.2 Especificos

1. Comparar o tempo de recuperacdo clinica entre os animais que
receberam as diferentes aliquotas de fezes no TMF e também com o grupo controle.

2. Investigar possiveis efeitos colaterais do transplante de microbiota fecal
em caes com gastrenterite hemorragica por parvovirus.

3. Investigar retrospectivamente a incidéncia de diferentes doencas quatro
anos apoés o transplante de microbiota fecal.

4. Avaliar o resultado do TMF em cées que apresentarem sindrome de ma

absorcdao (diarreia cronica) apés infec¢do por parvovirose.
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6 ARTIGO CIENTIFICO N° 1 — a ser enviado a revista cientifica de acesso livre
PLOS ONE

Uso de diferentes volumes de fezes no transplante de
microbiota fecal para o tratamento de caes com

gastrenterite hemorragica por parvovirus

Resumo

A gastrenterite hemorragica esta entre os problemas mais comuns que acometem 0s
caes. Assim sendo, 0 objetivo geral desse trabalho foi investigar o efeito do transplante
de microbiota fecal (TMF) na recuperacéao clinica de cées filhotes com gastrenterite
hemorragica comparando o uso de diferentes aliquotas de fezes. Foi feita a avaliacao
de 18 caes filhotes com gastrenterite hemorragica por parvovirose diagnosticados por
PCR, que foram distribuidos em trés grupos iguais recebendo a mesma terapia, sendo
gue um recebeu adicionamente TMF com maior volume fecal (20 gramas), outro com
menor volume (10 gramas) e um terceiro ndo recebeu a terapia adjuvante (grupo
controle) permanecendo apenas com tratamento padrao com fluidoterapia, anti-acido,
anti-emético e antibiético. Diariamente, os caes foram submetidos ao exame clinico e
foram anotadas consisténcia das fezes (liquidas, pastosas ou normais) durante a
hospitalizagdo. Também foi avaliado o tempo de recuperacdo clinica e para alta
hospitalar. Quando comparado ao grupo controle, foi observado que, independente
da aliguota utilizada, o transplante foi associado com menor tempo de internamento
(p=0,019) e mais rapida melhora clinica com resolucéo da diarreia (p=0,001), mas ndo

houve diferenca estatistica entre os grupos tratamento.

Palavras-chave: diarreia, disbiose, cées, microbiota, parvovirus.
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Abstract

The hemorrhagic gastroenteritis is one of the most common clinical problems in dogs.
Therefore, the objective of this work was to investigate the effect of fecal microbiota
transplantation (FMT) on the clinical recovery of puppies with hemorrhagic
gastroenteritis comparing the use of different stool aliquots. An evaluation was made
of 18 puppies with hemorrhagic gastroenteritis due to parvovirus diagnosed by PCR,
which were divided into three equal groups receiving the same therapy, one of which
additionally received TMF with a greater fecal volume (20 grams), the other with a
smaller volume (10 grams) and a third did not receive adjuvant therapy (control group)
remaining only with standard treatment with fluid therapy, antacid, antiemetic and
antibiotic. Dogs underwent daily clinical examination and stool consistency (liquid,
pasty or normal) was noted during hospitalization. The time of clinical recovery and
hospital discharge was also evaluated. When compared to the control group, it was
observed that, regardless of the aliquot used, transplantation was associated with
shorter hospital stay (p=0.019) and faster clinical improvement with resolution of
diarrhea (p=0.001), but there was no statistical difference between the treatment
groups.

Key words: diarrhea, dysbiosis, dogs, microbiota, parvovirus.

1. Introducéo

A diarreia esta entre os problemas mais comuns que acometem 0s caes jovens
em todo mundo. No Brasil ela usualmente é causada por infec¢des virais (parvovirus
e cinomose, por exemplo), entretanto, outras causas potenciais sao bactérias, fungos,
protozoarios (Giardia, Coccidia), alteracbes alimentares, ingestdo de objetos,
helmintos e doenca imunomediada (WILLARD, 2015; PEREIRA et al.,, 2018). A
referida alteracdo pode levar o paciente a um estado critico e, em alguns casos, pode

estar relacionada a alta taxa de mortalidade. A microbiota intestinal € a colecdo dos
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microrganismos (bactérias, fungos, protozodrios e virus) que habitam o trato
gastrintestinal (TGI). Novas abordagens de identificagdo bacteriana revelaram que a
microbiota gastrintestinal de cées e gatos € um ecossistema extremamente complexo,
composto por varias centenas de diferentes espécies bacterianas (SUCHODOLSKI et
al., 2009; HAND et al., 2013; HANDL et al., 2011; COSTA; WESSE, 2018). Em outras
espécies foi demonstrado que a microbiota intestinal desempenha papel importante
na manutencdo da salde e na patogenia de varias doengcas como, por exemplo,
obesidade, diabetes tipo 2, alergias, sindrome do intestino irrithvel, entre outras
(BLASER; FALKOW, 2009; HONNEFFER et al., 2014). A estimulacdo do sistema
imune do hospedeiro e a producdo de metabolitos microbianos sao tidas como uma
das mais importantes for¢cas motrizes por tras da co-evolu¢do de microbiota com seu
hospedeiro. Assim como em humanos, foi demonstrado que em caes e gatos doencas
gastrintestinais agudas e crénicas, incluindo doenca inflamatéria intestinal (IBD), estao
associadas com alteracdes nas comunidades microbianas intestinais (ALLENSPACH
etal., 2010; SUCHODOLSKI, 2016). Embora seja possivel a recuperacéo espontanea
da microbiota, ndo é garantido que ela ocorra em todos os casos. Varias estratégias
podem ser utilizadas para se restaurar esta microbiota, como por exemplo, 0 uso de
probioticos, prebidticos ou até mesmo o transplante do ecossistema microbiano
inteiro, a partir de fezes de um individuo sadio, processo este denominado de
transplante de microbiota fecal (TMF) ou “bacterioterapia” (GOUGH et al., 2011). O
TMF visa transferir a microbiota saudavel de um “doador” para o paciente,
aumentando a diversidade e normalizando a estrutura global da comunidade
bacteriana (KHORUTS et al., 2010; FUENTES et al., 2014). No entanto, dados que
caracterizem a colonizagdo eficaz pela microbiota transplantada sao limitados
(WEINGARDEN et al. 2015). No Brasil, um estudo pioneiro realizado por Pereira e
colaboradores (2018) envolvendo caes com gastrenterite hemorragica ocasionada por
parvovirose demonstrou que o TMF realizado por via retal associado ao tratamento
convencional levou a recuperacao clinica mais rapida e diminuicdo da mortalidade
guando comparado ao tratamento convencional sem transplante. Porém, até o

momento nao existe padronizacdo e nao foram encontrados estudos que comparem
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diferentes aliquotas de fezes para realizacdo transplante fecal. O objetivo deste
trabalho foi investigar se volumes maiores de fezes na realizagdo do TMF poderiam

ocasionar recuperacao clinica mais rapida.

2. Material e Métodos

O trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
instituicdo pelo OF. CIRC. CEUA. n° 04/2020. Os tutores dos animais consentiram a
participacdo dos mesmos ha pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido para Pesquisa (Anexo 1).

Delineamento experimental e local de estudo

O trabalho proposto € de natureza descritiva quali/quantitativa, transversal e
prospectiva. Foram avaliados 18 cdes com gastrenterite hemorragica aguda,
previamente submetidos a triagem e com suspeita de parvovirose, no periodo de
novembro de 2021 a maio de 2022, provenientes do atendimento de rotina de um
Hospital Veterinario escola da regido norte do Parand, ndo havendo restricdo quanto
ao sexo e raca, porém, em relacdo a idade foram incluidos animais com dois até 12
meses de vida. Pacientes atendidos em estado de choque ou que foram a 6bito
durante a hospitalizag&o (trés do grupo controle, trés do grupo que recebeu TMF com
10 gramas de fezes e dois do grupo que recebeu TMF com 20 gramas de fezes) foram
excluidos do estudo.

Todos os caes atendidos foram submetidos a terapia convencional (suporte)
composta de fluidoterapia intravenosa com solucdes polidnicas/isotonicas (Ringer
com lactato ou Cloreto de sodio a 0,9% acrescidos de cloreto de potassio e glicose)
em taxa de infusdo que variou de 50 a 150 ml/kg/24horas, além de anti-eméticos
(ondansetrona 0,2 mg/kg/8horas via endovenosa ou maropitant 1 mg/kg/24horas via
subcuténea), antiacido (omeprazol 1mg/kg/24horas, via endovenosa) e antibidtico
endovenoso (cefalotina 30 mg/kg/8horas associada ou ndo ao metronidazol 15

mg/kg/12horas).
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Os 18 animais foram distribuidos por critério de ordem de atendimento em trés
grupos: 6 (33,3%) foram alocados no grupo que recebeu apenas terapia suporte como
controle (grupo CON), outros 6 (33,3%) no grupo que recebeu TMF com 10 gramas
de fezes (grupo TMF10) e 6 (33,3%) no grupo que recebeu adicionalmente TMF com
20 gramas de fezes (grupo TMF20). Inicialmente, um formulario foi utilizado,
caracterizando cada paciente quanto a idade, sexo, habito alimentar, evolugcdo do
quadro diarreico, histérico de vacinacdo e administracao de vermicida (Anexo 2). Apés
o internamento, exames fisicos foram realizados diariamente (temperatura,
frequéncias cardiaca e respiratoria, postura, hidratacéo, palpacédo abdominal, nivel de
consciéncia e apetite) e informacgdes coletadas com o servico de enfermagem para
acompanhar e evolucdo do quadro. Quanto as caracteristicas das fezes, foram
realizados registros da consisténcia/formato fecal a cada 24 horas, sendo
classificadas em diarreia liquida, pastosa, fezes normais ou auséncia de fezes até o

momento da alta hospitalar.

Coleta de amostra biolégica e processamento

A primeira amostra de fezes de cada paciente foi obtida por defecacdo
espontanea, armazenada em tubo coletor universal e refrigerada em geladeira de 2 a
8°C para a realizacdo de exames coproparasitologicos em no maximo 48 horas.

A deteccédo do parvovirus nas fezes foi realizada pela técnica de PCR a partir
de material colhido por meio de swab retal obtido durante a consulta. Os swabs foram
acondicionados em tubos plasticos e congelados a -80°C até a realizacdo dos
exames.

As fezes para o TMF foram obtidas de um cado adulto saudavel (doador), por
meio de defecagdo espontanea. Os critérios de inclusdo para o cdo doador foram os
seguintes: alimentacdo exclusiva com racdo comercial, esquema de imunizacéo e
verminagao completos; ndo ter recebido tratamento com antibioticos nem apresentado
episodio de vomito e/ou diarreia nos seis meses anteriores ao estudo. O doador foi
submetido a avaliagdes clinicas e laboratoriais antes e durante o experimento,

realizagcdo de hemograma, exames bioquimicos séricos e coproparasitologico. Além
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disso, foi submetido a PCR para exclusédo de parvovirus, virus da cinomose e Erlichia
canis.

As fezes do doador foram colhidas diariamente ao longo de duas semanas,
divididas em aliquotas de 10 gramas e 20 gramas e congeladas a — 20°C. Este
procedimento foi realizado com o intuito de minimizar variagdes normais da microbiota
do doador que podem ocorrer ao longo do tempo, para que todos os pacientes

recebessem o TMF com uma microbiota semelhante.

Analise das amostras

As técnicas empregadas para 0os exames coproparasitologicos foram Willis
(1921), Hoffman, Pons e Janer (1934), Faust modificada (De CARLI, 2001) e Ziehl-
Neelsen modificada (HENRIKSEN; POLENZ, 1981).

A extracdo do &cido nucléico, a PCR para deteccédo de parvovirus canino (CPV-
2) e 0 sequenciamento dos produtos amplificados na PCR foram realizados conforme
as técnicas descritas por Alfieri et al. (2006) e Hong et al. (2007).

Procedimento do Transplante de Microbiota Fecal

No momento do procedimento as amostras de fezes foram descongeladas em
temperatura ambiente e diluidas em 15 (grupo TMF10) ou 30 (grupo TMF20) mL de
solucao de cloreto de sodio (SF) a 0,9%, sendo o conteudo filtrado em peneira de aco
inox auto-clavada, aspirado em seringa de 20 mL conectada a uma sonda uretral n°
08, a qual era introduzida (3 a 5 centimetros aproximadamente) via anal e o conteudo
foi depositado na porcéo proximal do reto.

O animal era mantido em decubito lateral por dois minutos com a pelve elevada
a aproximadamente 45° da superficie, para auxiliar a difusdo do contetdo
transplantado por gravidade (Figura 1). A primeira aplicacdo do TMF em cada paciente
foi realizada entre 6 a 12 horas pos-internamento e repetido a cada 48 horas até a

resolucao da diarreia.
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Figura 1 - Paciente canino submetido a terapia com transplante de microbiota fecal, com a
pelve elevada para auxiliar a progresséo do contetudo fecal depositado na por¢ao proximal do
reto, Londrina-PR, 2022.

Fonte: arquivo pessoal.

Anélise estatistica

Os dados quantitativos foram previamente analisados quanto a normalidade de
distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de variancias pelo
teste de Bartlett. Como os dados foram considerados paramétricos, as comparacdes
entre 0s grupos (controle e tratamentos — TMF10 e TMF20) foram realizadas por
ANOVA seguida de teste de Tukey. Para apresentacdo descritiva, os dados
guantitativos foram apresentados como média e erro padrdo da média (M + EP) e os
dados qualitativos como porcentagens. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa estatistico Minitab® 18.1.1 e adotou-se um valor de p < 0,05

para ser considerado significativo.
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3. Resultados e Discusséo

Foram acompanhados 18 pacientes com gastrenterite hemorragica, positivos
para parvovirus na PCR, sendo esses 56% (10/18) machos e 44% (8/18) fémeas.
Quanto as racas, os animais sem raca definida foram a maioria, representando 56%
(10/18) dos pacientes, 11% (2/18) da raca American Pitbull Terrier, 5% (1/18) nas
ragas Labrador Retriever, Rottweiler, Pinscher, American Bully, Shih-tzu e Pastor
Alema&o. A idade média geral foi de 4,83 meses, aproximadamente 5 meses de idade,
sendo 44,5% (8/18) entre 2 e 4 meses; 50% (9/18), dos pacientes tinham idade entre
5 e 7 meses; e apenas um paciente (5,5%) tinha 12 meses. Tal fato reforca os dados
de literatura, na qual afirma que o parvovirus canino € uma das causas mais comuns
de diarreia infecciosa que causa enterite viral em cées filhotes até seis meses de idade
sem predilecao por sexo ou raca (ALVES et al., 2020; MAZZAFERRO, 2020).

A resolucédo da diarreia foi considerada um dos fatores para a recuperacéo
clinica dos pacientes, parametro para determinar a eficAcia do TMF e para
comparacao entre os grupos. Para tanto, foi registrado diariamente a consisténcia das
fezes (liquidas, pastosas ou firmes) ou auséncia de conteudo fecal até momento da
alta hospitalar. No grupo controle (CON), nenhum paciente apresentou melhora da
diarreia nas primeiras 48 horas de hospitalizacédo, enquanto que no grupo TMF10 50%
(3/6) e no grupo TMF20 83,3% (5/6) dos cdes apresentaram melhora do quadro
diarreico nas primeiras 48 horas de internamento, isto €, com apenas uma aplicacao
de TMF. Neste mesmo parametro, 50% (3/6) caes do grupo CON, 50% (3/6) do grupo
TMF10 e 16,7% (1/6) do grupo TMF20 demonstraram melhora entre 72 e 96 horas e,
apenas no grupo CON, 50% (3/6) caes apresentaram melhora da diarreia ap6s 120

horas de internamento (Figura 2).
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Figura 2 — Gréfico comparando o tempo de melhoria da consisténcia das fezes
(liquidas para pastosas e/ou firmes e/ou auséncia de fezes) de cées filhotes positivos
para parvovirose dos grupos controle (CON) e com tratamento adjuvante com 10
gramas de fezes (TMF10) ou 20 gramas de fezes (TMF20), no periodo de novembro
de 2021 a maio de 2022, Londrina-PR.

NUMERO DE ANIMAIS
N w

=

0 I II I

Até 48hs 72 e 96hs Acima de 120hs

Tempo em horas para evolucdo das fezes liquidas para pastosas,
firmes ou auséncia de fezes.

HCON mTMF10 mTMF20

Fonte: arquivo pessoal.

Quanto a quantidade de aplicagcbes de TMF necessarias para recuperacao
clinica, ou seja, resolucéo da diarreia e presenca de fezes normais, verificou-se que a
maioria dos cées 5/6 (83,3%) de ambos os grupos tratamento (TMF10 e TMF20)
necessitaram de apenas uma aplicacdo para apresentar recuperacao clinica e apenas
1/6 (16,7%) duas aplicagbes de TMF, ndo sendo necessario utilizar a terceira
aplicagcdo. Resultados esses melhores quando comparado ao estudo realizado
anteriormente por Pereira e colaboradores (2018), no qual verificou-se que 61,5%
cées necessitaram de uma aplicacdo para apresentar recuperacéo clinica, 30,8%

duas e 7,7% trés aplicagdes.
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Outro parametro de avaliagéo foi o tempo de hospitalizagéo dos caes. No grupo
CON a média, mediana e desvio padrao dos dias de hospitalizacao foi de 4,83; 5,00
e 0,75 respectivamente, no grupo TMF10 3,33; 3,00 e 0,52 e no grupo TMF20 a média
foi 3,50, mediana 3,00 e desvio padrdo 1,22, demonstrando diferenca entre o grupo
CON e os grupos tratamentos. Dados similares aos apresentados por Pereira e
colaboradores (2018), sendo no grupo CON a média, mediana e desvio padrdo dos
dias de internamento foi 5,57; 6,00 e 2,76 respectivamente, e no grupo TMF a média
de dias hospitalizado foi 3,30, mediana 3,00 e desvio padrdo 1,49, demonstrando,
diferenca estatistica entre os grupos CON e TMF.

Essa diferenca infere-se que esteja relacionada a reconstituicido da microbiota
bacteriana intestinal apés o TMF (ALLENSPACH et al.,, 2010; HONNOFFER,;
MINAMOTO; WEESE; COSTA; WEBB, 2013; SUCHODOLSKI, 2016; CHAITMAN et
al., 2016; BERLANDA et al., 2021; GAL et al., 2021; WHITTEMORE et al., 2021).

Como observado na Tabela 1, houve diferenca estatistica (valor de p < 0,05)
entre 0s grupos tratamento quando comparados ao grupo controle em relacdo ao
tempo para resolucdo da diarreia e aos dias de hospitalizacdo. Embora diferenca
estatistica ndo tenha sido observada entre os grupos TMF10 e TMF20, foi possivel
acompanhar melhora clinica mais rapida dos pacientes que receberam maior aliquota,
sendo essa provavelmente decorrente do niumero reduzido de animais utilizados no
estudo. Esses resultados, do ponto de vista observacional/descritivo parecem ser um
indicio de que aliquotas maiores poderéo proporcionar melhores resultados, havendo
a necessidade de avaliar um maior nimero de pacientes e investigar se a utilizacéo

de aliguotas com maior volume podera proporcionar melhores resultados.
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Tabela 1 — Média (M) e Erro Padréo (EP) para os dias de internamento e melhora
clinica da diarreia de caes filhotes com gastrenterite hemorragica positivos para
parvovirose dos grupos Controle e que receberam terapia adjuvante com transplante
de microbiota fecal (TMF) com 10 (TMF10) ou 20 (TMF20) gramas de fezes,
excetuando-se o0s 0Obitos, no periodo de novembro de 2021 a maio de 2022, Londrina-
PR.

Dias para resolucgao da

Tratamentos Animais Dias de internamento . .
(grupos) (n) (M = EP) diarreia
(M £ EP)
Controle 6 4,83+0,31° 4,25+0,33°b
TMF10 6 3,33+0,212 2,75+0,332
TMF20 6 3,50+0,50 2 2,250,252
Total/Valor de p 18 0,019 0,001

a-b letras minusculas sobrescritas diferentes entre os tratamentos indica diferenca estatistica entre as médias dos grupos.

Fonte: proprio autor.

Weese, Costa e Webb (2013) relataram o uso do TMF em um cdo com diarreia
cronica e Murphy, Chaitman e Han (2014) em oito caes com diarreia refrataria por
Clostridium perfringens, todos com sucesso e Pereira et al. (2018) obtiveram melhora
clinica mais rapida em pacientes com parvovirose submetidos ao TMF utilizando 10
gramas de fezes quando comparados a um grupo controle. No presente estudo,
diferentes aliquotas de fezes (10 e 20 gramas) foram utilizadas em caes com quadros
agudos de diarreia tendo a parvovirose como agravante ou causa de base. E
importante ressaltar que filhotes com gastrenterite hemorragica sdo considerados
criticos e a parvovirose € uma doenca de grave risco a vida, gerando a necessidade
de terapia intensiva (KILIAN et al., 2018), o que difere das situagdes relacionadas com
diarreia crbnica, condicdo que talvez explique o fato dos resultados em medicina
humana terem sido mais promissores, ou seja, a causa de base da diarreia

usualmente esta relacionada a menores indices de mortalidade. Além disso, no
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presente estudo todos os cées receberam omeprazol e antibiéticos respeitando o
protocolo convencional de tratamento para cdes com gastrenterite hemorragica, fator
que pode ter ocasionado algum grau de disbiose (SUCHODOLSKI et al., 2009;
PEREZ-COBAS et al., 2013; IMHANN et al., 2016; CERRI et al. 2020; PILLA et al.,
2020), prejudicando a eficacia do TMF. De fato, o uso empirico e excessivo de
antimicrobianos, deve ser evitado em casos de diarreia, pois pode agravar a disbiose
(MINAMOTO et al., 2014, 2015; GEVERS et al., 2014). Outro motivo é o surgimento
de bactérias multirresistentes na medicina veterinéria e humana (CERQUETELLA et
al., 2020). Portanto, esforcos devem ser realizados para o desenvolvimento de
abordagens alternativas para o tratamento de tais doencas (BRADLEY et al., 2016) e
futuros estudos microbiolégicos sdo necessarios para investigar a colonizagéo pelas
bactérias transplantadas.

Apesar de dados limitados, segundo Redfern et al. (2017) podem ser relatados
efeitos colaterais pos TMF, tais como desconforto e/ou distensdo abdominal,
flatuléncia, constipacédo e/ou diarreia, transmissao de patdégenos e, caso seja utilizado
endoscopia, perfuracbes e sangramentos. Em nossos pacientes, nenhuma dessas
alteracdes foram detectadas e, durante os exames fisicos diarios, foi perceptivel
melhora dos parametros clinicos. Além disso, os procedimentos foram realizados por
enema.

O TMF nas condi¢Bes propostas para essa pesquisa € de facil aplicabilidade,
baixo custo e proporcionou a obtencéo de bons resultados no tratamento de cdes com
gastrenterite hemorragica por parvovirose, diminuindo o tempo de permanéncia do
paciente no hospital (PEREIRA et al., 2018). Esses fatores sdo promissores no que
tange a recuperacao dos animais perante uma doenca com alto indice de mortalidade
e em relacdo aos custos com o tratamento, porém ainda requer uma melhor
padronizagéo na forma e quantidade de fezes a ser utilizada, sendo que neste trabalho
nao foram observadas diferencgas significativas entre a utilizagdo de 10 ou 20 gramas

de fezes para o procedimento.

4. Conclusbes



co N o o1 A W DN B

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

44

O uso do TMF foi associado a recuperacao clinica mais rapida e diminui¢cdo no
periodo de hospitalizacdo, houve melhora na consisténcia das fezes nos pacientes
com gastrenterite hemorragica submetidos ao tratamento, sendo observado de forma
descritiva que aliqguotas com maior volume de fezes proporcionaram melhores
resultados em relacéo ao tempo para resolugcdo da diarreia, melhora clinica e tempo
de hospitalizagao.
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7 ARTIGO CIENTIFICO N° 2 — a ser submetido para avaliagdo da revista cientifica
de acesso livre FRONTIERS IN VETERINARY MEDICINE.

Acompanhamento de cdes com gastrenterite hemorrégica por parvovirose apos

transplante de microbiota fecal

Resumo

A disbiose intestinal tem sido associada a enfermidades gastrintestinais, cutaneas, cardiacas,
neurais, entre outras. Tratamentos que eliminam a disbiose tem demonstrado cura ou melhora
clinica nos animais com o referido distdrbio. O transplante de microbiota fecal (TMF) esta entre
as terapias de maior destaque na recuperacdo clinica a curto prazo da disbiose intestinal.
Entretanto, até 0 momento ha escassez de estudos em que cées tratados com TMF tenham sido
acompanhados por longos periodos, € no que concerne a cdes com parvovirose tratados com
TMF e observados de forma periddica, ndo ha qualquer estudo. O objetivo desse estudo foi
investigar se cdes com parvovirose submetidos a terapia adjuvante com TMF (grupo TMF),
futuramente apresentaram menor ocorréncia de afecgdes cronicas gastrintestinais,
dermatoldgicas e cardiacas, quando comparado a um grupo controle (grupo CON). Foi
realizado um questionario com tutores de 16 cdes sobreviventes de gastrenterite hemorragica
(GEH) secundaria a parvovirose, sete pacientes do grupo CON e nove do grupo TMF, sendo
relatado vomitos crénicos em trés cées do grupo CON e apenas um céo do grupo TMF. Dentre
o0s pacientes do grupo CON, dois apresentaram gueixa de otite crénica, ndo sendo o mesmo
observado nos pacientes do grupo TMF. Em nenhum grupo houve relato de sinais clinicos
cardiacos. Apesar de ndo haver diferenca estatistica, sugere-se que o uso do TMF em cdes com
parvovirose pode contribuir para a correcao da disbiose intestinal reduzindo futuras afeccoes a
longo prazo.

Palavras-chave: diarreia, disbiose, cdes, microbiota, transplante, fezes, parvovirus.

Abstract
Intestinal dysbiosis has been associated with gastrintestinal, skin, heart and neural diseases,

among others. Therefore, treatments that eliminate dysbiosis have shown cure or clinical
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improvement in animals with the referred disorder. Fecal microbiota transplantation (FMT) is
among the most prominent therapies, with regard to short-term clinical recovery, for the
purpose of resolving intestinal dysbiosis. However, until now there are restrictions on studies
in which dogs treated with TMF have been followed for long periods, and with regard to dogs
with parvovirus treated with TMF and periodically observed, there is no study. The aim of this
study was to investigate whether dogs with parvovirus submitted to adjuvant therapy with FMT
(FMT group), in the future, had a lower occurrence of chronic gastrintestinal, dermatological
and cardiac conditions, when compared to a control group (CON group). A questionnaire was
carried out with tutors of 16 dogs that survived hemorrhagic gastroenteritis (GEH) secondary
to parvovirus, seven patients in the CON group and nine in the TMF group, reporting chronic
vomiting in three dogs in the CON group and only one dog in the TMF group. Among the
patients in the CON group, two complained of chronic otitis, which was not observed in the
patients in the TMF group. There was no report of clinical cardiac signs in any group. Although
there is no statistical difference, it is suggested that the use of FMT in dogs with parvovirus
may contribute to the correction of intestinal dysbiosis, reducing future long-term conditions.

Key words: diarrhea, dysbiosis, dogs, microbiota, transplant, feces, parvovirus.

1. Introducéo

Parvovirus canino (CPV) € a causa viral mais importante de enterite aguda canina,
levando grave lesdo da barreira intestinal e disbiose (PARK et al., 2019; MAZZAFERRO,
2020; MIA; HASAN, 2021). J& é comprovado que os cdes podem desenvolver distarbios
gastrintestinais cronicos ap6s sobreviver a infec¢do por CPV e que o transplante de microbiota
fecal (TMF) é uma terapia promissora na recupercdo clinica dos cdes com parvovirose
(PEREIRA et al, 2018). Apesar de poucos estudos sobre estas implicages a longo prazo,
segundo Kilian e colaboradores (2018), cdes que sobreviveram a infec¢do por CPV apresentam
mais que o triplo do risco de desenvolver gastrenterite cronica. O objetivo deste estudo foi
avaliar se cdes com parvovirose que foram tratados com TMF apresentariam menor risco de

desenvolver gastrenterite cronica e outras doengas, quando comparado ao grupo controle.
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2. Material e Métodos

Foi realizado um estudo prospectivo com aplicacdo de um questionério (Anexo 1) e
retrospectivo mediante a analise de prontuarios médicos de cées de dois Hospitais Veterinarios
de Londrina-PR, Brasil, de marco de 2019 a dezembro de 2022. Todos pacientes haviam
apresentado gastrenterite hemorragica por CPV. Cées tratados apenas com terapia convencional
com hidratacdo, anti-acidos, anti-eméticos e antibidticos compuseram o grupo controle (CON)
e pacientes que receberam a terapia convencional com o TMF como adjuvante foram
denominados grupo TMF.

Todos os cdes incluidos nesse projeto pertenciam a um grupo previamente estudado por
Pereira e colaboradores (2018) e foram monitorados por quatro anos (48 meses) apds a
apresentacdo clinica da doenca e tratamento. Foram acessados 66 prontuarios medicos, porém
50 animais foram excluidos devido ao ndo consentimento do tutor em participar da pesquisa ou
insucesso no contato telefénico. Apenas 16 tutores se propuseram a responder 0 questionario,

sendo sete (n=7) animais do grupo CON e nove (n=9) do grupo TMF.

2.1 Questionario

O questionario com 27 perguntas era composto por cinco sec¢fes, adaptado de Kilian e
colaboradores (2018), sendo o mesmo formulado com em linguagem néo técnica e com termos
de facil compreensdo. A primeira se¢do € composta de dados basicos gerais, como origem do
cao, regime alimentar, histérico de vacinacdo e prevencao de endo e ectoparasitas. A segunda
secdo inclui perguntas sobre problemas gastrintestinais crénicos. Episodios de sinais
gastrintestinais que duraram mais de trés semanas ou episodios recorrentes com duragdo maior
que trés dias e ndo melhorando sem terapia foram definidos como cronicos, sendo que as
perguntas sempre se referiam aos episodios com sinais mais graves. A terceira sec¢do avaliou a
presenca de alteragdes dermatoldgicas. A quarta secdo apresenta perguntas sobre sinais clinicos
relacionados a doenca cardiaca. Na ultima se¢do, perguntas sobre outras doencas, uso de

medicamentos e/ou queixas adicionais.
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2.2 Analise Estatistica

Diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Para
apresentacao descritiva, os dados foram apresentados como porcentagem (%). Todas as analises
estatisticas foram realizadas no programa estatistico Minitab® 18.1.1 e adotou-se um valor de

p < 0,05 para ser considerado significativo.

3. Resultados

Foram acompanhados 16 pacientes, sendo no grupo CON 28,5% (2/7) machos e 71,5%
(5/7) fémeas; no grupo TMF 33% (3/9) machos e 66% (6/9) fémeas. Quanto ao padréo racial,
0s animais sem raca definida (SRD) foram a maioria, representando no grupo CON 43% (3/7)
dos pacientes, 28% (2/7) eram da raca Shih-tzu e 14,5% (1/7) das racas Blue Heeler e Pinscher;
no grupo TMF 33% (3/9) eram SRD e 11% (1/9) das ragas Labrador Retriever, Spitz Alemao,
Lhasa Apso, Shih-tzu, Blue Heeler e Pastor Alemdo. No momento em que os animais foram
atendidos e internados, a média de idade no grupo CON era de 5,57 meses, sendo 43% (3/7)
com até 6 meses e 57% (4/7) entre 6 e 12 meses; no grupo TMF a média geral era de 6,33
meses, sendo 55,5% (5/9) com até 6 meses e 44,5% (4/9) com idade entre 6 e 12 meses.

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os cdes do grupo CON e o grupo
TMF em relacdo a raca, idade, sexo, 6bitos, como adquiriu 0 animal, tipo de alimentacéo,
esquema de vacinacao e regularidade na prevencdo de endo e ectoparasitas. Apenas em relacéo

ao ambiente no qual moravam os animais foi observada diferenca estatistica (Tabela 1).
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TABELA 1 — Informagdes sobre os cées que tiveram parvovirose e receberam apenas terapia
padrdo (grupo controle) ou que receberam adicionalmente transplante de microbiota fecal
(grupo TMF), no periodo de marco de 2019 a dezembro de 2022, Londrina-PR.

GRUPO P-

PARAMETRO CONTROLE GRUPO TMF VALOR

PACIENTE AINDA

ESTA VIVO SIM 5 8 0,55
NAO 2 1

COMO ADQUIRIU O

ANIMAL COMPRADO 3 3 1
GANHADO 4 6

TIPO DE

ALIMENTACAO APENAS RACAO COMERCIAL 3 5 1
VARIADO (INCLUI RACAO, COMIDA
HUMANA E PETISCOS) 4 4

PREVENCAO DE

ENDOPARASITAS REGULARMENTE 6 9 0,437
NAO 1 0

PREVENCAO DE

ECTOPARASITAS REGULARMENTE 2 5 0,358
NAO 5 4

ESQUEMA VACINAL

ATUAL COMPLETO 2 5 0,358
NAO 5 2

AMBIENTE VIVE DENTRO DE CASA (INDOOR) 0 7
TEM ACESSO OU VIVE NO QUINTAL 0,003"
(OUTDOOR) 7 2

* foi considerada diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos.

Fonte: préprio autor.

Foram identificados 6bitos ndo relacionados a problemas gastrintestinais em ambos

grupos, sendo no grupo CON dois 6bitos secundarios a afecc@es do trato reprodutor em fémeas

(infeccdo uterina e distocia) e, no grupo TMF, um 6bito por doenca infecciosa (cinomose) em

animal ndo vacinado.

Quatro animais de cada grupo ndo eram alimentados exclusivamente com racao. Destes,

trés tutores de animais do grupo CON (3/7=43%) relataram a vOmitos cronicos intermitentes

relacionados a alteragdes na dieta como troca de alimentacdo ou petiscos. O mesmo foi relatado

por apenas um tutor (1/9=11%) do grupo TMF, mas ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos. No grupo CON foram relatados dois casos de otite cronica bilateral e recidivantes. N&o
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foram identificados outros possiveis sinais de disturbios gastrintestinais crénicos (diarreia
cronica, perda de peso ou dificuldade em ganhar peso), dermatoldgicos, cardiacos ou adicionais
(Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliacdo estatistica das principais respostas do questionario (Fisher's Test),
realizado com tutores sobre cdes que tiveram parvovirose e receberam apenas terapia padrdo
(grupo controle) ou que receberam adicionalmente transplante de microbiota fecal (grupo
TMF), no periodo de marco de 2019 a dezembro de 2022, Londrina-PR.

Questoes relacionadas por Grupo

sistema ou afec¢Oes Resposta controle Grupo TMF p-valor

Gastrintestinais sim 3 1 0,262
nao 4 8

Dermatopatias si~m 2 0 0,175
nao 5 9

Cardiopatias sim 0 0 1
nao 7 9

Outras doencas sim 4 4 1
nao 3 5

Na&o foi observada diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos.

Fonte: préprio autor.

Houve registro de erliquiose em 2/7 (28,5%) dos cdes do grupo CON e 1/9 (11%) do
grupo TMF, doencas do trato reprodutor (infeccdo uterina e distocia) no grupo CON 2/7
(28,5%), além de cinomose, traqueobronquite infecciosa canina e Ulcera de coOrnea

representando 11% (1/9) cada no grupo TMF.

4. Discussao

O fato de haverem poucos estudos sobre 0 acompanhamento de pacientes tratados com
TMF, com o intuito de verificar a ocorréncia de novas manifesta¢Ges clinicas (gastrintestinais
ou de outra categoria), motivou os autores deste artigo a avaliarem cdes tratados com TMF ap6s
infeccdo natural por parvovirus. Verificou-se que alguns animais apresentaram doengas
relacionadas ao trato gastrintestinal, o que era esperado uma vez que a parvovirose causa graves

alteracOes intestinais e dishiose intestinal. Esperava-se que houvesse nimero expressivo de caes
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com doengas gastrintestinais, porém, verificou-se a incidéncia de apenas 11% (1/9) no grupo
TMF, enquanto o mesmo foi observado em 43% (3/7) do grupo CON. Quando excluidos dessa
andlise os cdes que eram alimentados exclusivamente com racdo comercial, temos 25% (1/4)
no grupo TMF e 75% (3/4) no grupo CON acometidos por disturbios gastrintestinais. Contudo,
é de extrema importancia, frisar que mesmo havendo o triplo de ocorréncias no grupo CON, as
alteracdes relacionadas ao sistema digestorio foram associadas a mudancas na dieta, ndo
havendo assim possibilidade de atribuir relacdo Unica entre isso e o fato de ndo terem recebido
o TMF. Porém, destaca-se também que o objetivo do estudo foi elaborar trabalho cientifico
descritivo sobre futuras doencas/manifestacGes clinicas para fins de registro e abrir caminho
para novas pesquisas.

As alteraces clinicas identificadas no trato gastrintestinal se restrigiram a presenca de
vomitos cronicos intermitentes, cuja origem etioldgica foi relacionada a indiscricao alimentar
(alteracOes na dieta), e foram registradas em ambos 0s grupos, porém, com predominio no grupo
CON. De acordo com Kilian e colaboradores (2018) ha uma prevaléncia maior de sinais
gastrintestinais crénicos em cdes que sobreviveram a infeccdo prévia por CPV, o que esta de
acordo com o achado para o grupo CON em nosso trabalho, entretanto, ndo estad de acordo
quando comparado como o grupo tratado com TMF, cuja incidéncia de doencas do trato
gastrintestinal foi menor. Ressaltamos que o0 nimero reduzido de animais em nosso estudo ndo
permite inferéncias do ponto de vista estatistico, porém, descritivamente foi notada esta
diferenca. Ainda segundo Kilian e colaboradores (2018), a disbiose intestinal ocasionada pelo
CPV pode permanecer ao longo da vida do animal devido a danos irreversiveis nas vilosidades
intestinais, favorecendo a ocorréncia de sindrome de ma absorcdo caracterizada por diarreia
crbnica. Segundo Willard (2015) e Kilian e colaboradores (2018), alteraces na dieta e enterites
graves podem causar vomitos e aumento da permeabilidade intestinal, podendo levar ao
surgimento de hipersensibilidade alimentar, algo que aparentemente ndo podemos descartar por
completo nos animais envolvidos em nosso estudo uma vez que alteragdes gastrintestinais em
longo prazo foram registradas.

Este estudo mostra que o desenvolvimento de sinais gastrintestinais cronicos parece nao
se correlacionar com a gravidade da infeccdo aguda por CPV, tendo o paciente recebido ou néo
o TMF. O fato de todos os pacientes terem recebido antibioticos durante a terapia pode ter
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influenciado esse resultado, visto que estes podem perpetuar a disbiose (PEREZ-COBAS et al.,
2013; VEMURI et al. 2017; CERQUETELLA et al., 2020; PILLA et al., 2020).

Fatores de risco para o desenvolvimento de problemas gastrintestinais cronicos devem
continuar sendo investigados e futuros estudos prospectivos sdo necessarios para diferenciar
entre as influéncias da propria infeccdo por CPV ou seu tratamento que engloba o uso
antibidticos. Mesmo considerando a quantidade reduzida de animais neste estudo, pode-se
inferir que os pacientes submetidos ao TMF podem vir a apresentar menor taxa de distdrbios
gastrintestinais cronicos, servindo de suporte para a investigacao desses achados descritivos em
estudos com mais animais para fins de estabelecer dados estatisticos robustos.

Alteracbes dematoldgicas também foram associadas a problemas de disbiose e, assim
sendo, neste estudo aqui apresentado ndao houve registro de doencas do sistema tegumentar no
que concerne ao grupo TMF, entretanto, no grupo CON foram identificados 2/7 (28,5%) casos
de otite cronica recidiviante. Alguns autores tém demonstrado o aumento na prevaléncia de
doencas alérgicas tanto em humanos quanto em cées, e pesquisas relacionaram a microbiota
intestinal com fatores envolvidos na patogénese da dermatite atopica (CRAIG, 2016; BJERRE
et al., 2017; ELLIS et al., 2019). Embora a atopia seja uma doenca de carater genético, 0s
animais desenvolvem secudariamente piodermite e, frequentemente, sdo tratados com
antibidticos causando dishiose (PEREZ-COBAS et al., 2013). Assim sendo, em alguns estudos
avaliou-se o efeito do TMF em cées atdpicos com a finalidade de restabelecer a micobiota
intestinal e os resultados tém sido positivos quanto a melhora clinica e diminui¢do na recidiva
dos episddios de dermatite (CRAIG, 2016). Nao ha como afirmar que os cdes com otites
recidivantes presentes no nosso estudo possuem atopia sem uma avaliacéo criteriosa do animal
in loco, porém, ndo se descarta este diagnostico diferencial uma vez que a atopia pode ser
restrita apenas as orelhas. Ainda em relacdo a associacdo de disbiose e doencas alérgicas,
Metsala e colaboradores (2015) e Saari e colaboradores (2015), descrevem que a utilizacdo de
antibioticos durante a infancia em seres humanos pode levar a alteragdes na microbiota a
intestinal e, descreveram que esta condi¢cdo aumentou ou risco de alergias, asma, obesidade e
diabetes tipo 1l ao longo da vida.

Nos animais avaliados neste estudo ndo foram detectados problemas potencialmente

ligados a doenca cardiaca, como por exemplo tosse, cansaco facil, dispneia ou edema de



© 0O N oo o A W DN PP

W NN RN DN RNRNRNDNDRNRDNDR R R B R B B B B
O © 0 N o O 8 W N EFP O © 0w N O 0o A W N B O

57

membros. Destaca-se que a auséncia dos referidos sinais ndo exclui uma doenca em fase
subclinica, porém, optou-se por assumir que ndo houve casos de doenga cardiaca. A importancia
disso se deve ao fato de que cdes com parvovirose podem apresentar lesdo aguda no miocérdio
e Obito ou lesdo tardia como demonstrado em estudos mais recentes. O fato € que o TMF
também esta sendo estudado como terapia adjuvante nos casos de lesdo em miocéardio por
parvovirus e, em estudos experimentais em camundongos, os resultados tém sido melhores nos
grupos tratados com o TMF (HU et al., 2019; MAZZAFERRO, 2020; AKBULUT etal., 2021).
Estudos sugerem que o CPV continua sendo uma importante causa de danos em miocérdio de
caes (FORD et al., 2017) e que a disbiose estd presente em pacientes com doencas cardiacas
(AKBULUT et al., 2021).

E imporante destacar que embora n3o tenha observado diferenca estatistica neste estudo,
houve menor registro de queixas quanto a novas doengas no grupo que recebeu o TMF, e julga-
se poder inferir que este achado tenha associa¢do com a reconstituigdo da microbiota bacteriana
intestinal apds 0 TMF, estando de acordo com os estudos de Chaitman (2016), Berlanda (2021),
Gal (2021); Whittemore (2021) e seus colaboradores.

Quanto a limitacBes deste trabalho destaca-se o numero pequeno de animais, e a
subjetividade dos tutores em algumas respostas oriundas do questionario aplicado, além de
pouco interesse de grande parte dos tutores em participarem da pesquisa. Também foram
verificadas com frequéncia a troca de nimeros de telefones celulares e mudancas de enderecos

dos tutores o que dificultou a adesdo de um “n” maior em nosso estudo.
5. Conclusfes

Cées com parvovirose tratados com TMF podem apresentar futuramente outras doencas
relacionadas ou ndo ao sistema digestorio, de forma semelhante aos nao tratados com TMF,

porém ha possibilidade de que doengas do trato gastrintestinal ocorram com menor incidéncia.
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8 ARTIGO CIENTIFICO N° 3 - artigo submetido a avaliagdo da Revista

Brasileira de Higiene e Sanidade Animal.

Transplante de microbiota fecal como tratamento alternativo em casos de

diarreia crénica apoés infec¢do por parvovirus canino: relato de dois casos.

Fecal microbiota transplantation as an alternative treatment in cases of chronic diarrhea after

canine parvovirus infection: report of two cases.

Resumo: As bactérias intestinais formam um ecossistema complexo e exercem enorme
importancia na manutencdo da homeostase do hospedeiro. Por vezes, intervengdes graves
podem levar a degradacao deste ecossistema, como por exemplo, por meio de doengas e/ou pelo
uso de antibidticos. Objetivo: relatar o uso do transplante de microbiota fecal em dois casos de
diarreia cronica refratéria a terapia convencional por parvovirose. Resultados: os animais foram
tratados para gastrenterite hemorragica com terapia de suporte e receberam alta hospitalar;
entretanto, permaneceram com fezes pastosas e eventualmente liquidas caracterizando um
processso de ma absorsdo intestinal e evidente dificuldade no ganho de peso. Como terapia
alternativa realizou-se o transplante de microbiota fecal (TMF), cujo procedimento resultou em
normalidade das fezes e ganho de peso dos animais, caracterizando clinicamente a resolucéo da
diarreia e da méa absorc¢do, condi¢cdes que ndo foram obtidas com a terapia suporte a base de
antibidticos. Conclusdo: o TMF pode ser utilizado no tratamento de pacientes com diarreia
crbnica refrataria e sua utilizacdo pode contribuir para a correcdo da disbiose intestinal e
normalizacgéo da absor¢éo intestinal.

Palavras-chave: bactérias, intestino, fezes, dishiose, parvovirose.

Abstract: Intestinal bacteria form a complex ecosystem and play an important role in the
maintenance of host homeostasis. Serious interventions can sometimes lead to the degradation
of this ecosystem, such as through disease and / or the use of antibiotics. This report aims to
demonstrate the use of Fecal Microbiota Transplantation (TMF) as an adjuvant therapy in two
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cases of chronic diarrhea refractory to conventional therapy in two canines under one year old.
After having presented hemorrhagic gastroenteritis secondary to parvovirus, despite clinical
improvement and discharge, both remained with soft stools and difficulty in gaining weight.
Were treated with four antimicrobials without improvement, diarrhea ceased after treatments
with TMF. It is concluded that, as in other species, TMF may have assisted in the resolution of
clinical signs of the patient and may be used as adjuvant in conventional supportive therapy in
the treatment of chronic diarrhea in dogs.

Key words: bacteria, intestine, feces, dysbiosis, parvovirus.

Introducéo

A microbiota intestinal € composta por microorganismos que habitam o trato
gastrintestinal, representados por bactérias, fungos, protozoarios e virus. Contudo, as bactérias
representam a maior populacdo presente no intestino (HONNEFFER et al., 2014;
SUCHODOLSKI, 2016). Nos dltimos anos houve uma crescente expansao em pesquisas
destinadas a definir a influéncia da microbiota intestinal na homeostase e nas doencas que
acometem os mamiferos (KARST, 2016).

A diarreia € um dos sinais clinicos mais comuns observados em cdes com doencas
gastrintestinais e, pode acarretar distarbios eletroliticos e hidricos, bem como a alteracdo da
funcdo intestinal e da microbiota. E ainda esté relacionada a maior incidéncia de morbidade e
mortalidade em animais jovens. Isto ocorre, pelo fato de que estes apresentam imaturidade dos
mecanismos de compensacdo e do sistema imunolégico, sendo assim quadros mais agudos de
desidratacdo, desequilibrios hidro-eletroliticos e desenvolvimento de infec¢Bes oportunistas e
grande chance de desencadear sepse, endotoxemia e morte. Na veterinaria, temos o quadro de
gastrenterite hemorragica em filhotes relacionado ao parvovirus canino, em que além da sepse,
a antibioticoterapia implementada para prevenir infeccbes oportunistas pode interferir
negativamente na manutencdo da barreira de defesa intestinal contra infecgdes
(MAZZAFERRO, 2020; MIA; HASAN, 2021).

As mudancas sutis na composic¢do da microbiota e consequente aumento de bactérias

patogénicas acarretam por vezes liberacdo de enterotoxinas com maior estimulacdo de
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secrecdes pelas mucosas, eliminacdo de vilosidades, levando ao aumento da permeabilidade
intestinal e posteriormente translocacdo bacteriana. Outras fun¢Ges anormais podem ser a
desidroxilacdo de &cidos graxos, dano de proteinas transportadoras e competi¢&o por nutrientes.
A gravidade do quadro dependera da magnitude da disbiose e localizacdo da mesma (intestino
grosso ou delgado) (HONNEFFER et al., 2014; SUCHODOLSKI, 2016; VEMURI et al;
2017).

A disbiose intestinal que é definida como alteracdo na composicdo da microbiota e em
varios estudos tanto em humanos, quanto em cdes e gatos, tem sido associada a distdrbios
gastrintestinais, como doenca inflamatoria intestinal, colite granulomatosa e sindrome do
intestino irritivel (HONNEFFER et al., 2014; SUCHODOLSKI, 2016). Além disso, o
equilibrio da microbiota intestinal nativa é facilmente interrompido pela administracdo de
antibidticos, o que reduz a diversidade bacteriana, levando a uma diminuicdo de bactérias
benéficas e aumento de bactérias nocivas, somado a uma possivel resisténcia bacteriana
(CERQUETELLA et al., 2020; SCHIRO et al., 2022). E apesar da pouca informacéo sobre o
microbioma, podemos presumir que fatores como dieta, idade, ambiente e funcéo gastrintestinal
podem diminuir a diversidade microbiana, causando surgimento de afeccBes, como por
exemplo C. difficile em humanos e animais (KELLY et al., 2015; VEMURI et al.; 2017; DINIZ
etal., 2021).

Um microbioma desequilibrado pode ser altamente deletério para o hospedeiro, dessa
forma, a caracterizacdo adequada da disbiose é importante para permitir maior compreensdo
das doencas intestinais e orientar decisdes terapéuticas. Informacbes sobre a diversidade
microbiana e ecossistemas bioldgicos complexos sdo escassas devido a falta de informac6es
disponiveis sobre as condi¢fes 6timas de crescimento da maioria dos microorganismos, dessa
forma pequena quantidade de microorganismos podem ser recuperados por meio de culturas
(SUCHODOLSKI, 2016).

O termo “Diarreia Associada a Antibidticos” (DAA) refere-se quadros diarreicos que se
desenvolvem frente a disbiose causada pelo uso de antibidticos (HEMPEL et al., 2012;
WHITTEMORE et al., 2021). Assim, algumas estratégias podem ser utilizadas para se restaurar
a microbiota intestinal, como por exemplo, 0 uso de probioticos, prebidticos ou até mesmo o

transplante do ecossistema microbiano inteiro, a partir de fezes de um individuo sadio, processo
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este denominado de “transplante de microbiota fecal” (TMF) ou “bacterioterapia”. O TMF visa
transferir a microbiota saudavel de um “doador” para o paciente, aumentando a diversidade
filogenética e normalizando a estrutura global da comunidade bacteriana para o
restabelecimento da homeostase intestinal (KELLY et al., 2015; CHAITMAN et al., 2016;
BONANOMI et al., 2021).

Estudos em veterinaria demonstram também resultados positivos com relacéo ao uso do
TMF, a exemplo de Burton e colaboradores (2016) e Pereira e colaboradores (2018), que
comprovaram a relacdo positiva na utilizacdo de TMF oral para diarreias p6s-desmame e TMF
por via retal em filhotes com gastrenterite hemorragica causada por parvovirus,
respectivamente. Assim sendo, o objetivo desse artigo é relatar a eficacia do TMF via enema
em dois cdes jovens que desenvolveram diarreia refrataria e sindrome de ma absorcéo apos

recuperacdo de gastrenterite hemorragica por parvovirose.

Relato dos casos

Caso 1

Um canino, sem raca definida, fémea, com idade de seis meses foi atendido em um
hospital escola com queixa de diarreia pastosa sem sangue ha 20 dias e emagrecimento
progressivo. Segundo o tutor, o animal ndo possuia esquema de vacina¢do completo, era
desverminado e ndo houve mudanca brusca na dieta a base de ragdo. O animal havia sido
atendido e internado ha 15 dias devido a anorexia, vomitos e diarreia com sangue. Na ocasido
foram realizados exames coproparasitologicos (negativos) e se estabeleceu o diagndéstico de
parvovirose baseado em teste ELISA (shap test), sendo instituido tratamento com fluidos, anti-
eméticos, protetores gastricos, metronidazol e sulfametoxazol com trimetoprima. O céo
apresentou melhora em relacéo aos sinais clinicos, exceto pela diarreia liquida sem sangue que
persistiu com mais de seis episodios ao dia. No atendimento inicial o animal encontrava-se
apatico, com desidratacdo leve, magro e sem alteracbes nos demais parametros fisioldgicos.
Baseado na historia clinica e nos exames laboratoriais sem alteracdes, optou-se pela suspensao

dos antibioticos, hidratacdo e a realizagdo do TMF.
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Caso 2
Um segundo canino, racdo pastor belga, macho, com 11 meses de idade, foi atendido no

mesmo hospital escola com queixa de diarreia crénica ha aproximadamente cinco meses e
dificuldade de ganho de peso, sem nenhuma outra queixa adicional. O protocolo vacinal era
incompleto e possuia histdrico de internamento devido a vomitos e gastrenterite hemorragica
secundarios a parvovirose quando apresentava seis meses de idade. O tutor relatou melhora do
quadro apos o internamento e terapia idéntica ao caso anterior, exceto pela permanéncia de
diarreia crbnica (fezes pastosas a liquidas sem sangue, com frequéncia em torno de cinco
episodios ao dia). Ao atendimento e exames iniciais este paciente ndo apresentava alteracdo
clinica ou laboratorial, os exames coproparasitolégicos foram negativos e foi indicada a

realizacdo do TMF.

As fezes para o0 TMF foram obtidas de um cédo saudavel (doador) de aproximadamente
seis anos de idade por meio de defecacdo espontanea. O doador foi previamente avaliado
clinicamente e por meio de exames de hemograma, bioquimicos e coproparasitolégico
completo. Apos a colheita, foram diluidos 10 gramas de fezes em 10 mL de solugdo de cloreto
de sddio 0,9%, e a mistura aspirada em seringa de 20 mL conectada a sonda uretral n° 08 foi
introduzida via anal e o conteudo depositado na porcdo proximal do reto. Durante o
procedimento, os receptores eram mantidos em decubito lateral com a pelve discretamente
elevada por dois minutos, para auxiliar por gravidade na difusdo do contetdo transplantado. Os
procedimentos foram iniciados de imediato e exames fisicos dos pacientes foram realizados
durante os retornos a cada 48 horas. No 1° retorno, 48 horas ap6s o0 1° TMF, em ambos 0s casos
houve relato de reducdo na frequéncia de defecacdo e melhora na consisténcia das fezes.
Acompanhando estes parametros, o TMF foi repetido a cada 48 horas num total de trés
aplicacbes no primeiro paciente e cinco aplicac6es no segundo, quando os tutores alegaram
melhora completa do quadro.

Estes dois caninos foram reavaliados apds 15 dias e apresentaram melhora da disposicao

e ganho de peso. Os tutores ndo observaram qualquer efeito colateral.
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Excepcionalmente, houve contato por telefone com o tutor do segundo paciente deste
relato seis meses apos 0 TMF, o mesmo referiu excelente ganho de peso e auséncia de qualquer

quadro gastrintestinal até aquele momento.

Resultados e Discussao

Com altas taxas de morbidade e mortalidade em cées jovens de todo o mundo, o
parvovirus € responsavel por causar gastrenterite hemorragica aguda e, nos sobreviventes, pode
deixar sequelas no trato gastrintestinal por um longo periodo, dentre elas diarreia crbnica e
sindrome de ma absorcdo, prejudicando a nutricdo e ganho de peso dos animais. A parvovirose
pode ser prevenida com vacinacdo e ndo existe terapia padrdo ouro, sendo preconizado o
suporte a base de fluidoterapia, gastroprotetores, anti-eméticos e antibi6ticos de amplo espectro,
suporte nutricional, associados ou ndo a vermicidas e pré e/ou probiéticos (KILIAN et al., 2018;
MAZZAFERRO, 2020; MIA; HASAN, 2021). Corroborando com a literatura, em ambos 0s
casos relatados, os cdes eram filhotes com esquema de vacinacdo incompleto, sobreviveram ao
quadro viral agudo com a terapia suporte e apresentaram quadro de diarreia crénica e sindrome
de mé absorc¢édo ap6s a doenca.

De suma importancia, a microbiota intestinal interage com o hospedeiro de forma
simbiotica, agindo como barreira de defesa contra enteropatdgenos, regulando o sistema imune,
ajudando na digestdo de fibras complexas produzindo &cidos graxos de cadeia curta e outros
metabolitos que fornecem suporte nutricional para os enterdcitos, e que desempenham um papel
importante no desenvolvimento e regulacédo do sistema imune do hospedeiro (BONANOMI et
al., 2021). Por vezes, intervencdes graves podem levar a degradacdo total deste ecossistema,
como por exemplo, por meio de doengas que causam diarreia e/ou pelo uso de antibioticos
(KILIAN et al., 2018; CERQUETELLA et al., 2020; SCHIRO et al., 2022). Os animais deste
relato apresentaram evolucao de acordo com o descrito, demonstrando diarreia crénica e ma
absorcdo, cujo tratamento com antibidtico ndo foi suficiente para resolucdo do problema.

Estudos moleculares tém avaliado as comunidades bacterianas do TGI canino, e
demostraram a presenca de disbiose intestinal (alteracdes nas comunidades microbianas) em

cdes com doencas gastrintestinais, assim como a possibilidade de reestabelecimento da
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microbiota saudavel através do uso do TMF (CHAITMAN et al., 2016; BERLANDA et al.,
2021; GAL et al., 2021; WHITTEMORE et al., 2021), o que provavelmente ocorreu nos
animais que estavam com diarreia cronica aqui relatados.

Os pacientes em questdo possuiam exames hematoldgicos normais, assim como exames
coproparasitologicos negativos, ndo sendo portanto indicado terapia complementar. Sendo
assim, houve a suspeita de diarreia cronica secundaria as alteracdes causadas pelo parvovirus
(KILIAN et al. 2018) com o agravante do uso de antibidticos (CERQUETELLA et al., 2020;
SCHIRO et al., 2022). Em vista disso, optou-se pelo uso do TMF de forma isolada, com a
contra-indicagdo do uso de antibidticos e houve sucesso na terapia, comprovado pela melhora
do aspecto e consisténcia das fezes, assim como o ganho de peso dos animais.

Segundo o estudo de Pereira et al (2018), o uso de TMF auxilia na recuperacéo clinica
de forma mais répida e na resolucédo da dirreia hemorréagica aguda. Porém, ndo ha informacGes
sobre o tratamento de cdes com diarreia cronica apds quadros de parvovirose. Utilizando a
técnica de TMF conforme sugerido nesse estudo, verificou-se que houve eficécia e os caes deste
relato apresentaram recuperacdo completa, ou seja, as fezes normalizaram e houve ganho de
peso, confirmando mais uma vez que a reposicao de bactérias intestinais por enema em animais
com dishiose proporciona na maioria dos casos a resolucdo da diarreia por restabelecer a
homeostase local. Contudo, s&o necesséarios mais estudos que caracterizem colonizagéo eficaz
pela microbiota transplantada em cdes (BERLANDA et al., 2021; GAL et al., 2021).

Considerac0es finais

O TMF é um procedimento de facil realizacdo, baixo custo e com resultados positivos
em estudos tanto em humanos quanto animais. Logo, em associagdo com a terapia convencional
ou de forma isolada pode auxiliar no tratamento da diarreia cronica em cdes, possibilitando
melhora clinica do paciente. O uso empirico de antibidticos em todos os quadros de diarreia e
suas consequéncias merece maior discussdo entre os clinicos veterinarios, assim como mais
estudos voltados ao conhecimento do microbioma canino visando a instituicdo do TMF como

terapia nos casos de diarreia refrataria aos tratamentos tradicionais.
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9 CONCLUSOES

Quando comparado a um grupo controle, o TMF foi associado a recuperacéo
clinica mais rapida e diminuicdo no periodo de hospitalizacdo em caes com
gastrenterite hemorragica.

Foi observado a melhora na consisténcia das fezes nos pacientes com
gastrenterite hemorragica submetidos aos TMF, sendo que maiores aliquotas de fezes
utilizadas no procedimento proporcionaram melhores resultados em relacdo ao tempo
para resolucdo da diarreia, melhora clinica e tempo de hospitalizagcdo, mas sem
diferenca estatistica.

O TMF mostrou-se uma técnica segura para ser realizada em cdes com
gastrenterite hemorragica aguda, ndo sendo observados efeitos colaterais nos
pacientes dos grupos tratamento e pode reduzir a incidéncia de distarbios
gastrintestinais cronicos a longo prazo.

No estudo, o uso do TMF foi eficaz em dois pacientes atendidos com diarreia
cronica devido a um quadro anterior de parvovirose e uso de antibidticos.

Novos estudos caracterizando a microbiota do doador e do receptor séo
necessarios para o melhor entendimento dos mecanismos de acdo deste

procedimento.
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10 DIFICULDADES

o A alta taxa de mortalidade em filhotes com CPV-2, especialmente em
pacientes que chegam em estado de choque, pode ser um viés na avaliacdo da
resposta clinica dos animais. Por isso, foram excluidos do projeto pacientes com
desidratacéo severa ou outros sinais de choque no momento da consulta.

. Em nossa rotina, nem sempre o paciente é trazido pelo tutor nos retornos
apos alta hospitalar, o que limita a identificacdo de possiveis distarbios gastrintestinais
cronicos.

o O projeto foi realizado durante a pandemia de COVID 19, sendo que as
coletas de amostras foram suspensas por aproximadamente dois anos, reduzindo

assim o numero de pacientes atendendidos.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisa

Eu ,

RG: , responsavel pelo canino

, autorizo a participacdo deste no projeto de pesquisa
intitulado “TRANSPLANTE DE MICROBIOTA FECAL NO TRATAMENTO DE CAES

COM DIARREIA” sob a coordenacdo do médico veterinario Doutorando Giorgio

Queiroz Pereira da Universidade Estadual de Londrina que assina abaixo. Fui
esclarecido (a) sobre os objetivos do projeto, que sao: determinar as principais causas
de diarreia em cades na regido de Londrina e investigar o efeito do transplante fecal na
recuperacao clinica de caes com o problema mencionado. Também fui esclarecido (a)
guanto aos procedimentos a serem empregados como a coleta de sangue, coleta de
fezes e enemas de retencdo com fezes de um doador saudavel, além de suas
possiveis consequéncias sobre o animal, como um leve desconforto durante o
procedimento. Estou ciente de que estes procedimentos nao interferem no tratamento
padrdo adotado para este tipo afecc¢ao.

Tenho conhecimento de que os resultados obtidos serdo divulgados exclusiva
e anonimamente em publica¢des cientificas; e de que tenho o direito e a liberdade de

suspender essa autorizacdo a qualquer momento que julgue necessario.

Londrina, de de 20

Assinatura do responsavel pelo animal

Doutorando Giorgio Queiroz Pereira — giorgio.queiroz@uel.br
Prof. Dr Lucas Alécio Gomes Coordenador do Projeto — Depto Clinicas
Veterinarias.

Universidade Estadual de Londrina — UEL
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ANEXO 2

FORMULARIO PARA CARACTERIZACAO DO PACIENTE CANINO COM
DIARREIA NO ATENDIMENTO INICIAL

NOME:

IDADE:

TIPO DE ALIMENTACAO HABITUAL:

91

HOUVE MUDANCA NA DIETA RECENTEMENTE? QUAL O TIPO DE ALIMENTO?

EVOLUCAO DO QUADRO EM DIAS:

O DIARREIA AGUDA

O DIARREIA CRONICA
CLASSIFICACAO DAS FEZES:
O LIQUIDAS

O PASTOSAS

O NORMAIS

ESQUEMA DE VACINACAO:
O ATUALIZADO

O DESATUALIZADO

ADMINISTRACAO DE VERMICIDA:

0  ATUALIZADA

[0  DESATUALIZADA
ESTADO CLINICO DO PACIENTE:
0  ALERTA

0  DEPRIMIDO

O  ESTUPOR

0  CHOQUE

GRAU DE DESIDRATACAO:
O LEVE

0  MODERADA

0  SEVERA




92

ANEXO 3 - QUESTIONARIO ARTIGO N° 02:

PARTE | — INFORMAGCOES BASICAS:

NOME:

RACA:

IDADE:

1. SEU ANIMAL FOI COMPRADO OU ADOTADQ?

2. AINDA ESTA VIVO? CAUSA DA MORTE OU DA EUTANASIA?

3. COME RACAO (QUAL TIPO) OU COMIDA? PETISCOS?

4. E VACINADO TODO ANO? QDO FOI A ULTIMA DOSE?

5. RECEBE VERMICIDA REGULARMENTE? COM QUAL FREQUENCIA?

6. FAZ PREVENCAO CONTRA PULGAS E CARRAPATOS? QUAL FREQUENCIA?
PARTE Il - EM RELACAO A PROBLEMAS GASTRINTESTINAIS:

7. SEU CAO APRESENTA VOMITOS OU DIARREIA ESPORADICAMENTE (CRONICO)?
8. SE SIM, COM QUAL IDADE COMECOU?

9. SE SIM, COM QUAL FREQUENCIA TEM GI? DURA QTOS DIAS? PRECISA TRATAR?
10. RECIVIDA A CADA QTO TEMPO?

11. SEU CAO TEM DIFICULDADE EM GANHAR PESO OU APRESENTOU PERDA DE
PESO? NAO? POUCO (<5%), MEDIO (5-10%), MUITO (>10%)

12. JAFEZ ALGUMA DIETA ESPECIAL? QUAL? MELHOROU?
PARTE |1l - EM RELACAO A PROBLEMAS DE PELE:

13. SEU CAO SOFRE COM ALGUM PROBLEMA DE PELE? TEM COCEIRA ALEM DOS
PROBLEMAS GIs? NAO OU PRURIDO (LEVE, MODERADO OU SEVERO)?

14. SE SIM, QUAL O DIAGNOSTICO? QUAIS 0S SINTOMAS E QDO COMEGARAM A
APARECER? QUAIS AREAS SAO MAIS AFETADAS (MEMBROS, ORELHAS/OUVIDOS,
COSTAS...)?

15. SEU PET VIVE DENTRO OU FORA DE CASA?
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16. JA FOI SUBMETIDO A ALGUMA DIETA TERAPEUTICA? QUAL? HOUVE
MELHORA?

17. SEU CAO JA FEZ ALGUM TESTE DE ALERGIA (DA PELE OU SANGUE)? QUAL
DELES? QUAL RESULTADQO?

18. SEU ANIMAL ESTA EM TRATAMENTO? TOMANDO QUAIS MEDICACOES? OS
SINTOMAS DESAPARECEM OU MELHORAM?

19. APRESENTA MELHORA QDO USA CORTICOIDES?
PARTE IV - EM RELACAO A POSSIBILIDADE DE PROBLEMAS CARDIACOS:
20. SEU CAO SOFRE DE ALGUMA DOENCAS CARDIACA?

21. QUAL FOI DIAGNOSTICADO (AUSCUTAGCAO, ECG, EC0)? QUAIS SINTOMAS?
COM QUAL IDADE OS SINTOMAS COMECARAM?

22. TEM SIDO ACOMPANHADO COM CARDIOLOGISTA (ECOCARDIOGRAMA)? QDO
E ONDE FOI FEITO? QUAL DIAGNOSTICO?

23. SEU Cﬁ:O FAZ OU FEZ ALGUM TRATAMENTO? HOUVE MELHORA? QUAIS
MEDICACOES USA OU FORAM USADAS?

PARTE V - QUESTOES ADICIONAIS:

24. SEU CAO APRESENTA OU APRESENTOU ALGUMA OUTRA DOENCA NA VIDA?
QUAL?

25. SOFREU DE ALGUMA OUTRA DOENGA NO PRIMEIRO ANO DE VIDA (EXCETO A
PARVOVIROSE)? QUAL?

26. ELE FAZ OU FEZ ALGUM TRATAMENTO? HOUVE MELHORA? QUAL
MEDICACAO RECEBE/RECEBEU?

27. VOCE TEM ALGUMA OUTRA QUEIXA OU ALGO QUE CONSIDERA IMPORTANTE
QUE QUEIRA RELATAR?



