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RESUMO

O uso de células-tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas apresenta efeitos benéficos em
diferentes afecgdes clinicas, contudo esta terapia € ainda pouco estudada em felinos, sendo
importante avaliar a seguranca da sua utilizagdo. No presente estudo, oito gatos (5 machos e 3
fémeas) saudéveis receberam infusdo endovenosa de CTMs alogénicas (1x10° células por kg)
e foram entdo monitorados durante 4 semanas. Nao houve manifestacdes fisicas importantes
de efeitos colaterais conforme os descritos pela literatura. Na analise laboratorial, apenas o
hematdcrito apresentou reducdo significativa da média em relacdo aos niveis iniciais (p =
0.045). Apesar dessa reducdo, o hematdcrito pode ser influenciado por fatores individuais e
ndo atingiu valores abaixo da referéncia, retornando aos niveis originais ao fim do
acompanhamento. Os resultados apontam para a seguranca de utilizacdo de infusao

endovenosa lenta de CTMs alogénicas em felinos na dose estabelecida.

Palavras-chave: gatos, terapia celular, hematdcrito, sedacédo



ABSTRACT

The use of allogeneic mesenchymal stem cells (MSCs) shows beneficial effects in different
clinical conditions, however this therapy remains poorly studied in feline species, then being
it important to evaluate the safety of its use. In the present study, eight healthy domestic cats
(5 males and 3 females) received MSCs (1x10 ° cells per kg) intravenous infusion and were
monitored along 4 weeks. There were no major physical manifestations of side effects, as
described in literature. In laboratorial analysis, only the hematocrit presented significant
average reduction as in relation to the inicial levels (p = 0.045). Despite this reduction, the
hematocrit can be influenced by individual factors and did not reach values below the species
reference, returning to the original values by the end of the follow-up process. The results
point to the safety to using slow allogeneic MSCs intravenous infusion in feline species at the
established dose.

Keywords: cats, cell therapy, hematocrit, sedation



RESUMEN

El uso de celulas madre mesenquimales (MSC) alogeénicas tiene efectos beneficiosos en
diferentes condiciones clinicas, sin embargo esta terapia aun es poco estudiada en felinos, es
importante evaluar la seguridad de su uso. En el presente estudio, ocho gatos sanos (5 machos
y 3 hembras) recibieron una infusion intravenosa de MSC (1 x 10 6 células por kg) y luego se
controlaron durante 4 semanas. No hubo manifestaciones fisicas importantes, de efectos
secundarios, descritas en la literatura. En el analisis de laboratorio, solo el hematocrito mostrd
una reduccion media significativa en relacion a los niveles iniciales (p = 0,045). A pesar de
esa reduccion, el hematocrito puede verse influenciado por factores individuales y no alcanz6
valores por debajo de la referencia, volviendo a los niveles originales al final del seguimiento.
Los resultados apuntan a la seguridad del uso de infusion intravenosa lenta de MSC

alogénicas en gatos a la dosis establecida.

Palabras clabe: gatos, terapia celular, hematocrito, sedacion
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, os felinos tém conquistado cada vez mais aceitacdo como animais de
estimacdo, o que se reflete no crescimento da populacdo desses pets, assim como no
crescimento da medicina felina (RECHE JUNIOR, 2018). Em decorréncia do aumento do
cuidado com esses animais, eles tém vivido por mais tempo e, durante esse periodo, diferentes
doengas podem se manifestar (TAYLOR, 2016). Como opc¢do terapéutica para diversas
enfermidades, a utilizacdo de células-tronco, também chamada de terapia celular, possui
grande potencial de aplicabilidade, porém ainda ha vérias questdes a serem respondidas com
relacdo a sua utilizacdo, inclusive sobre a sua seguranca (QUIMBY, 2018). O presente
trabalho teve o objetivo de avaliar a seguranca da utilizacdo de células-tronco mesenquimais
(CTMs) alogénicas por via endovenosa através da monitoracdo de parametros fisicos e

hematoldgicos de um grupo de gatos higidos submetidos a esse procedimento.

As células-tronco (CT) sdo células indiferenciadas com grande capacidade de
autorrenovacdo e de producdo de ao menos um tipo celular altamente especializado, com a
possibilidade de reestabelecer aspectos estruturais e funcionais de Orgdo e estruturas
(BYDLOWSKY, 2009). Os potenciais de diferenciacdo dessas células dependem de sua
origem. As totipotentes podem se diferenciar em qualquer tecido que compde 0 organismo.
As pluripotentes sdo capazes de se diferenciarem em quase todos os tecidos, com excecao da
placenta e dos anexos embrionarios. As multipotentes se diferenciam em varios tipos de

celulas, mas de um mesmo folheto embriondrio (MACHADO, 2018).

As células-tronco sdo categorizadas em embrionarias (CTEs), se forem obtidas de
embrides, ou em células-tronco adultas (CTA) se forem obtidas de tecidos adultos formados.
Apesar do potencial totipotente das CTEs, fatores éticos, além da possibilidade de rejeicdo e
potencial mutagénico limitam seu estudo clinico e uso. As CTAs vém sendo usadas ha
algumas décadas, através da coleta de sangue ou de medula 6ssea, para a realizacdo da
separacdo das células-tronco hematopoiéticas (CTHs) (ZAKRZEWSKI, 2019). Ha mais de
uma década, estudos vém mostrando tambeém a possibilidade de obtencéo de células-tronco
por inducdo; as CT de pluripoténcia induzida ou iPSC (induced pluripotent stem cells) sdo
células ja diferenciadas que sdo reprogramadas através de manipulagdo genética in vitro e
voltam a se comportarem como células-tronco (MACHADO, 2018). No entanto, a facilidade

de cultivo das células tronco mesenquimais (CTMs) tem chamado a atencdo para a sua
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utilizacdo em tratamentos de diversas doencas devido ao seu potencial multipotente
(BYDLOWSKY, 2009).

Em decorréncia dessas caracteristicas de multipoténcia, além da liberacdo de citocinas e
fatores de crescimento, as células-tronco mesenquimais vem sendo utilizadas em escala
crescente como forma terapéutica para diversas doengas em animais (DIAS et al., 2019). Para
isso, essas células sdo aplicadas por via endovenosa ou local. Os tipos de transplantes
realizados na terapia celular podem ser autologos, alogénicos ou heter6logos. No transplante
aut6logo ou autogénico as CT sdo oriundas do préprio receptor, portanto possuem a mesma
composi¢do genética. O transplante alogénico acontece entre individuos da mesma espécie
(SILVA JUNIOR, 2009).

As CTMs alogénicas sdo mais faceis de serem disponibilizadas por questdes de logistica e
por demonstrarem bons resultados, enquanto a capacidade de CTMs autologas pode ter
reducdo na sua proliferacdo em animais com estados patoldgicos concorrentes, como uremia
(KLINKHAMMER, 2014). Esses fatores tém trazido o foco da terapia celular para a
utilizacdo de CTMs alogénicas. A capacidade de proliferacdo indefinida, de autorrenovacao,
de producéo de diferentes linhagens celulares e citocinas atuantes no sistema inflamatério e
imunoldgico (OLIVEIRA et al., 2005) tém motivado a sua utilizacdo em gatos como
terapéutica para doencas como gengivoestomatite felina cronica, insuficiéncia renal aguda e
cronica, enteropatias e asma, além de osteoartrite e cardiomiopatia (QUIMBY, 2018). Essas
células podem ser provenientes de diversos tecidos no individuo adulto, inclusive do adiposo,
local de preferéncia de obtencdo atualmente no ramo da medicina veterinaria (CHUNG et al.,
2012).

Apesar de alguns estudos ja mostrarem o uso de CTMs alogénicas é seguro e sem
possibilidade de causar tumores e reacdes imunogénicas (JIMENEZ e GUERRERO, 2017),
considera-se importante avaliar a seguranca da aplicacdo dessas células em felinos, visto que

essa ainda é uma espécie pouco estudada para esse tipo de terapia.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado em um grupo de 8 felinos (5 machos e 3 fémeas) sem raca
definida, todos castrados, com idades entre 1,5 anos e 6 anos de idade de tutores da cidade
Unai, Minas Gerais, entre janeiro e abril de 2022. O experimento foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Salde de Unai (FACISA),
protocolo 002/2020 (Anexo A). Os tutores dos animais foram esclarecidos a respeito do
projeto, tendo autorizado voluntariamente a participacdo dos seus animais, assinando o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme modelo constante em anexo (Anexo
B). A experimentacdo consistiu na aplicacdo de 1x10° CTMs por kg de peso por via
endovenosa em animais saudaveis e monitoracdo semanal destes através de exame fisico e
exames laboratoriais durante 4 semanas para averiguacdo de possiveis alteracGes apds a

aplicagéo.

As coletas e avaliagdes clinicas foram realizadas nas residéncias dos animais, ao passo
que as aplicacdes de CTMs foram efetuadas nas dependéncias da Clinica Escola de Medicina
Veterinaria da FACISA, em Unai, MG. Com o objetivo de facilitar o manejo, minimizar
alteracOes fisiologicas nos parametros fisicos e hematoldgicos causadas pelo estresse da
manipulacdo e aumentar a seguranca dos animais e dos avaliadores, foi padronizado que todos
0s animais seriam submetidos a protocolo de sedacdo em todas as avaliagfes. Como agente
sedativo, foi escolhido o Cloridrato de Dexmedetomidina (Dextomitor, Zoetis, Brasil) na dose
de 7,5 pg/kg por via intramuscular (IM) e utilizacdo do reversor (Cloridrato de Atipamezol
(Antisedan®, Zoetis, Brasil) na dose 37,5 pg/kg IM.

O exame fisico consistiu na avaliacdo de mucosas e linfonodos, afericdo de frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratdria (FR) e temperatura retal (TR), conforme procedimentos
descritos por Feitosa (2014). Os exames laboratoriais foram: hemograma, dosagem sérica das
ezimas alanina animotransferase (ATL) e fosfatase alcalina (FA) e das concentragdes de
creatinina, ureia e proteinas plasmaticas totais (PPT) (KANEKO et.al, 2008). Para a avaliagédo

fisica e coleta de sangue, institui-se o seguinte protocolo:

1) Inicio de jejum alimentar de 8 horas na noite anterior a avaliacdo e coleta de

sangue;


https://www.vetsmart.com.br/cg/produto/2067/atipamezol
https://www.vetsmart.com.br/cg/produto/2067/atipamezol
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwjZs_bV6cX7AhXwGbkGHSIuBlkQFnoECAoQAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.vilage.com.br%2Fblog%2Fmarca-registrada%2F&usg=AOvVaw2oGNmR5XiP_JndJLklMYuP
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2) Auvaliacdo fisica feita pela manha mediante contencdo fisica e registro dos dados;

3) Aplicagéo de sedativo por via IM, a qual apresentava laténcia de cerca de 40
minutos para o efeito desejado;

4) Nova avaliacdo fisica e registro dos parametros;

5) Realizacdo da coleta de sangue;

6) Aplicacdo do reversor do sedativo por via IM, com inicio do efeito apds

aproximadamente 5 minutos.

Inicialmente, 7 dias antes da aplicagéo das CTMs (D-7), foi realizado procedimento de
triagem dos animais. Efetuou-se o exame fisico mediante contencdo fisica e registro dos
parametros avaliados. Os animais foram entdo sedados, os parametros fisicos foram
reavaliados e registrados e foi coletado sangue para realizacdo dos exames laboratoriais ja
citados, sendo também incluida sorologia para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o
virus da leucemia felina (FelV), uma vez que estas enfermidades causam alteracdes
laboratoriais importantes nos felinos (MARCOLA. 2011), comprometendo o resultado do
estudo. Em seguida, os gatos receberam aplicacdo do reversor do sedativo. Ndo ocorreram
alteracOes relevantes nos exames realizados ou manifestagdes clinicas que apontassem para a
n&o higidez dos animais, assim como o resultado negativo para FIV/FelVV em todos os animais

que, desta forma, foram incluidos no estudo.

No momento da aplicacdo das CTMs (DO0), cada gato do estudo passou por avaliacéo
fisica, sedacdo com o mesmo protocolo, reavaliagdo dos parametros fisicos e recebeu
aplicacdo endovenosa de CTMs (1 milhdo por kg de peso) diluidas em 30 ml soro Ringer com
Lactato através de cateterizacdo de veia cefalica, administrada de forma lenta, infundida ao
longo de 40 minutos. Ao término da infusdo, todos os animais receberam aplicacdo
intramuscular de cloridrato de atipamezol para reversdo da sedagcdo. Os procedimentos foram
realizados no ambulatorio da Clinica Escola de Medicina Veterinaria da FACISA, onde 0s
animais ficaram em observacéo por um periodo de 8 horas para acompanhamento de possiveis

reacOes adversas.

Nas quatro semanas subsequentes (D07, D014, D21 e D28) procedeu-se a
monitoracgdo, através dos parametros fisicos e laboratoriais j& mencionados, com excecdo da

sorologia para FIV/FelV, utilizando a mesma rotina inicialmente estabelecida.
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2.2 OBTENCAO DAS CTMS ALOGENICAS

As células-tronco mesenquimais alogénicas utilizadas no estudo foram produzidas
pelo Laboratorio BIO CELL, licenca nimero 10.332/2020. As CTMs foram obtidas de tecido
adiposo de gatos comprovadamente higidos através de exames clinicos e hematologicos.
Foram extraidos fragmentos de tecido adiposo oriundo do tecido subcuténeo da regido da base
da cauda dos animais sob sedagédo. As amostras foram armazenadas em tubo Falcon com meio
de transporte, colocadas em caixa de isopor contendo gelo e encaminhadas ao laboratorio BIO
CELL situado em Brasilia-DF para isolamento, cultivo e caracterizacdo das CTMs. No
ambiente do laboratdrio, os debris celulares e excesso de sangue foram removidos do tecido
adiposo através de lavagem com solucéo tampdo de fosfato padrdo (PBS). Posteriormente, foi
realizada fragmentacéo do tecido em pequenas particulas que foram colocadas em solucdo de
colagenase e hialuronidase para digestdo enzimatica. O material foi centrifugado e foi feita
ressuspensdo do pellet celular. As células mononucleares obtidas foram colocadas em garrafas
de cultivo com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), armazenadas em estufas a
temperatura de 37,5°C e 5% de géas carbonico (CO2) para a obtencdo de maior nimero de
células. Apds a obtencdo de 80% de confluéncia celular, foi realizada a tripsinizacdo e
congelamento das células em nitrogénio liquido. As células destinadas ao estudo foram
enviadas a Unai, sob resfriamento, em seringas individualizadas contendo as doses especificas

de cada animal determinadas de acordo com o peso de cada individuo.

2.3 AVALIACAO HEMATOLOGICA, BIOQUIMICA E SOROLOGICA

As analises hematologicas, bioquimicas e soroldgicas foram realizadas no Laboratério
de Patologia Clinica da Clinica Veterinaria Pet Stop Unai em parceria com o Laboratorio de
Patologia Clinica da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri - UFVJIM,
Campus Unai. Para o hemograma, amostras sanguineas de 0,5 ml foram coletadas apds jejum
alimentar de oito 8 horas, preferencialmente por puncdo venosa jugular, tendo como
alternativas a veia femoral e a cefalica. O material utilizado incluiu seringa de 3,0 ml com
agulha de calibre 25x07 e tubos coletores contendo EDTA K2, nos quais foram armazenadas
sob refrigeracdo de 4°C. As amostras foram processadas no mesmo dia em um aparelho
hematologico automatico (BC 2800 Vet, Mindray, China) para a mensuracdo de leucdcitos

totais, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM),
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concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e trombdcitos. A contagem
diferencial dos leucdcitos e analise qualitativa das células sanguineas foram realizadas por
veterinario especializado em patologia clinica com metodologias de rotina, atraves de
microscopia optica de luz dos esfregagos sanguineos corados pelo método panotico réapido.

Para as andlises bioquimicas de PPT, albumina, ALT, FA, Nitrogénio ureico e
creatinina, coletou-se mais 2,0 ml na mesma punc¢do venosa, que foram acondicionados em
tubos secos com ativador de coadgulo, sob refrigeracdo de 4°C. O processamento foi realizado
no mesmo dia da coleta, por bioquimica colorimétrica do soro sanguineo, utilizando kits
comerciais (Labtest, Brasil) e analisador bioquimico semiautomatico (Bioplus 2000 plus,
Brasil), conforme as recomendagdes dos fabricantes. O valor de globulina foi calculado por
meio da subtracdo do valor de albumina do valor de PPT encontrado para o animal.

Parte do soro sanguineo colhido no momento D-7 foi utilizado para a testagem de FIV
e FelV dos animais do experimento. Para tanto, utilizou-se o kit comercial SNAP Combo Plus
(IDEXX Laboratérios LTDA, Brasil) conforme as recomendacdes do fabricante.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados hematoldgicos foram analisados estatisticamente utilizando software
Python™ através do Teste T de Student com as amostras emparelhadas, comparando as
médias das diferencas dos valores obtidos em D -7 com as médias das diferencas de valores
de D7, D14, D21 e D28. O calculo amostral para delineamento estatistico encontra-se no

Anexo B.

3 RESULTADOS

3.1 PARAMETROS FiSICOS

Durante a infusdo endovenosa de CTMs (DO0), nenhum dos animais apresentou alteracdo
de padrdo respiratorio ou vémito. No entanto, todos os animais manifestaram vémito,
bradipneia e bradicardia devido a aplicacdo do sedativo, antes da infusdo das CTMs. Ao
término da infusdo, os animais receberam o reversor do sedativo na dose e via anteriormente
citadas e ficaram em observacdo por periodo de 8 horas. A medida em que retomavam a

consciéncia, 0s gatos esbocaram sinais de desconforto e agressividade devido ao estresse
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induzido pela manipulacdo e por estarem fora de seus ambientes regulares. Foi efetuado o
acompanhamento visual do padrdo respiratorio, havendo retorno gradual ao observado

inicialmente.

Durante as monitora¢fes semanais de pardmetros fisicos do estudo, ndo foram observadas
alteracOes relevantes referentes a coloragdo de mucosas e exame de linfonodos em relacéo ao
observado anteriormente (D-7) a aplicacdo de CTMs. Os parametros de FC, FR e TR de cada
animal apresentaram variagdes evidentes quando foram aferidos em um mesmo dia, antes e
apos a sedacdo. Em 03 animais, a obtencdo destes parametros foi incompleta, s6 tendo sido
possivel realizar as avaliagcBes clinicas completas ap6s sedacdo. Devido a este fator, 0s

parametros fisicos dos animais do estudo ndo foram submetidos a andlise estatistica.

Os animais apresentaram evidente diminui¢cdo da FC apds a sedacdo, em intensidades
diferentes. Apenas uma aferi¢cdo indicou a manutengdo do mesmo valor de batimentos por
minuto (BPM) antes e apds a sedacdo em um mesmo dia (Animal 5 em D-7). Estes dados

estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de frequéncia cardiaca (BPM) dos animais antes e ap6s sedacdo durante
periodo do estudo.

Momento da Sedacdo D-7 DO D7 D14 D21 D28

avalicao
Animal 1 Antes 200 164 152 164 148 140
Apos 100 104 96 100 112 88
Animal 2 Antes 180 170 162 164 168 180
Apos 100 88 80 84 96 80
Animal 3 Antes 184 180 168 200 192 160
Apos 140 116 104 128 120 100
Animal 4 Antes 180 - - - - -
Apos 130 132 108 132 140 140
Animal 5 Antes 100 124 124 128 128 136
Ap6s 100 92 72 124 68 96
Animal 6 Antes 168 - - - - -
Apos 100 92 96 88 96 84

Animal 7 Antes 136 132 136 104 156 136
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Apos 128 98 92 96 88 84

Animal 8 Antes 116 112 164 112 164 -
Apos 96 100 104 105 100 100

Quanto ao parametro respiratorio, quantificado em respiracbes por minuto (RPM), a
maioria dos registros indicou diminuicdo da FR apés a sedacdo, mas também foi registrada
manutencdo e elevacdo da mesma antes e ap0s a sedacdo, conforme dados constantes na
Tabela 2.

Tabela 2. Valores de frequéncia respiratéria (RPM) dos animais antes e ap6s sedagdo durante periodo
do estudo.

Momentoda  Sedagdo D-7 DO D7 D14 D21 D28

avalicao
Animal 1 Antes 52 52 48 48 52 64
Apos 32 40 36 48 40 40
Animal 2 Antes 68 62 36 72 80 52
Apos 44 48 56 48 52 48
Animal 3 Antes 80 80 60 68 84 80
Apos 68 64 60 60 72 56
Animal 4 Antes 64 - - - - -
Apos 48 52 44 48 60 52
Animal 5 Antes 48 52 48 52 52 56
Apos 52 44 48 44 32 40
Animal 6 Antes - - - 60 - -
Apos 32 30 32 28 28 28
Animal 7 Antes 56 44 40 48 36 48
Ap6s 32 32 40 32 28 32
Animal 8 Antes 60 52 48 56 40 -

Apos 40 36 32 32 36 76
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Os registros descritos na Tabela 3, mostram que a temperatura retal ndo apresentou um
padrdo de variacdo. Foi possivel a obtencdo de dados comparativos antes e apds a sedacdo em
32 momentos. Nos registros em que houve reducao da temperatura (12 de 32), observou-se 0
decréscimo de alguns décimos de graus Célsius, contudo, houve registro de queda intensa,
correspondente a 1,7°C no Animal 2 em D7. O valor mais baixo de TR registrada apds
sedacdo foi 36,2°C, no Animal 1 em D7. Em 18 dos 32 registros houve elevacdo da
temperatura apés a sedagdo, sendo a maior elevagédo de 0,8° C (Animal 5 em D21). O Animal
3 em D21 extrapolou o limite superior de referéncia (REECE, 2006), atingindo 39,6°C apds a
sedacdo; este apresentava 39,2°C antes. Em 2 momentos, houve manutencéo dos valores de
TR antes e ap0ds sedacdo (Animal 5 em D7 e Animal 7 em D21).

Tabela 3. Valores de temperatura retal (°C) dos animais antes e apds sedagdo durante periodo do
estudo.

Momento da Sedagdo  D-7 DO D7 D14 D21 D28
avalicao
Animal 1 Antes 37,1 37,2 36,5 37,5 37,3 37,4

Apos 36,7 36,8 36,2 36,9 36,6 37,6

Animal 2 Antes 37,2 38,2 38,3 38,9 38,2 38,6
Apos 38 37,9 36,6 38,7 38,5 37,9

Animal 3 Antes 37,8 38,3 37,8 39 39,2 37,7
Apos 38 38,4 37,5 39,1 39,6 37,9

Animal 4 Antes 38 - - - - _
Apds 375 37,7 36,5 38,3 37,7 38,4

Animal 5 Antes 37,2 36,9 37,3 36,4 37 37,1
Apos 37,5 37,1 37,3 37,2 37,8 36,7

Animal 6 Antes - - - - - i

Apos 37,1 36,9 38,1 36,3 36,7 36,7

Animal 7 Antes 36,8 36,5 37 36,2 36,7 36
Apos 36,9 36,7 37,5 36,5 36,7 36,2

Animal 8 Antes 37,2 - - - - -
Apos 38 37,2 36,7 37,2 37 36,7
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Todos os animais apresentaram vomito dentro de 5 a 10 minutos ap6s a aplicagdo do
sedativo em todas as vezes em que foram submetidos ao procedimento de sedagéo.

Reunindo os relatos dos tutores a respeito do comportamento de seus animais, apenas um
dos gatos apresentou 1 episddio de vomito, seguido de comportamento apatico que persistiu
por 2 dias; este quadro ocorreu entre D14 e D21 e o animal se recuperou sem nenhuma
intervencdo terapéutica. Os tutores de 5 animais relataram que estes mostraram-se mais
dispostos e apresentaram aumento de apetite ao longo do periodo de acompanhamento. Antes
da conclusdo deste estudo, os tutores foram questionados novamente e relataram que os

animais seguem sem demonstrar anormalidades cerca de 9 meses apds a infusdo das CTMs.

3.2 PARAMETROS LABORATORIAIS

A seguir, estdo dispostos graficos para a visualizacdo dos parametros sanguineos
avaliados, onde DO representa 0 momento da aplicagdo das CTMs. As amostras sanguineas
para a realizagdo dos exames foram coletadas em D-7, D7, D14, D21 e D28. Os dados brutos
com os valores de todos 0s exames dos animais encontram-se nos anexos (Anexo D, Anexo E

e Anexo F).

Os graficos das avaliagbes sanguineas apontaram que nos parametros do hemograma
houve reducdo de hematdcrito e hemoglobina (Figura 1) e aparente elevacdo de hemacias,
bastonetes e linfdcitos tipicos (Figuras 2, 4 e 5) uma semana apos a aplicacdo de CTMs (D7)
com posterior reducdo e tendéncia de retorno & normalidade no altimo registro. O gréafico de

leucdcitos totais (Figura 3) indica menor disperséo dos valores em D7.

Hematocrito Hamoghotina

Hemoglobina (g/dL)
{

Hematdcrito {3)

2 7 " 21 28 -7 [ ’ L
Dias de monitoragdo

Dias de monitoragdo

Figura 1 - Amplitude, mediana e quartis dos valores de hematécrito (a esquerda) e hemoglobina (a direita) dos
gatos antes da aplicacdo das células-tronco (D-7) e apds a aplicacdo (D7, D14, D21 e D28). ° Indica valores
discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.



22

Hamacias Trombéatos
12 Q T
2 5 500
- 111 —
o = - o
= -
& 10 S ‘
] % 4001 " —
S 99 -
2 8 | .
o g S |
@ § e |
E o 2 ([T | 4 —
T g [ 18 e ‘
& = 004 1 ‘ T ‘
5 o -
— v v v . — . v v v v v
7 0 ! 12 H Pl Y o ] " 2 20
Dias de monitoragado Dias de monitoragdo

Figura 2 - Amplitude, mediana e quartis dos valores de hemacias (a esquerda) e trombdcitos (a direita) dos gatos
antes da aplicagdo das células-tronco (D-7) e apds a aplicagdo (D7, D14, D21 e D28). ° Indica valores
discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 3 - Amplitude, mediana e quartis dos valores de leucdcitos totais dos gatos antes da aplicacdo das células-
tronco (D-7) e apds a aplicagdo (D7, D14, D21 e D28). ° Indica valores discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado
pelo autor, 2022.
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Figura 4 - Amplitude, mediana e quartis dos valores absolutos de neutrdfilos bastonetes (& esquerda) e
neutrdfilos segmentados (a direita) dos gatos antes da aplicacéo das células-tronco (D-7) e apés a aplicacédo (D7,
D14, D21 e D28). ° Indica valores discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 5 - Amplitude, mediana e'quartis dos valores absolutos de linfécitos tipicos (a esquerda) e linfdcitos
atipicos (a direita) dos gatos antes da aplicagdo das células-tronco (D-7) e ap6s a aplicagdo (D7, D14, D21 e
D28). °Indica valores discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Nos exames bioquimicos, as alteragdes mais evidentes observadas nos gréaficos

apontaram para elevacdo de albumina em D7 e D14 (figura 6), elevacdo de ALT em D14

(figura 7), elevacéo de ureia em D21 e reducéo da creatinina em D7 e D14 (figura 8).
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Figura 6 - Amplitude, mediana e quartis dos valores de albumina (a esquerda) e globulinas (a direita) dos gatos
antes da aplicacéo das células-tronco (D-7) e ap6s a aplicacdo (D7, D14, D21 e D28). ° Indica valores
discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 7 - Amplitude, mediana e quartis dos valores de ALT (a esquerda) e fosfatse alcalina (a direita) dos gatos
antes da aplicacéo das células-tronco (D-7) e ap6s a aplicacdo (D7, D14, D21 e D28). ° Indica valores
discrepantes (outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Figura 8 - Amplitude, mediana e quartis dos valores de ureia (a esquerda) e creatinina (a direita) dos gatos antes
da aplicacéo das células-tronco (D-7) e ap6s a aplicagdo (D7, D14, D21 e D28). ° Indica valores discrepantes
(outiers). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os graficos permitem visualizar a distribuicdo dos valores obtidos, porém se faz

necessario considerar também a variancia de cada semana. Por isso, foi feita a analise

estatistica através do teste T de Student que indicou que em D14 o hematdcrito apresentou

uma reducdo significativa da média em relacdo aos niveis observados antes do inicio do
experimento. (p = 0.045) (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados da aplicacdo do Teste T em dados de eritrograma obtidos ao longo

do periodo de estudo.

; L Y D14 D21 D28
Parimetro
t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor
Hemadcias 0.910 0.392 0.403 0.698 0.484 0.642 1.056 0.325
Hematdcrito -1.487 0.180 -2.426%* 0.045 1.434 0.194 -0.819 0.439
Hemoglobina -1.408 0.201 -2.289* 0.055 1.219 0.262 -0.708 0.501
Trombdcitos -0.139 0.893 0.577 0.581 1.324 0.226 -0.611 0.560

“p<0.05 "p<0l

Como se pode observar nas tabelas 4, 5 e 6, em D21 todos os parametros retornaram a

niveis proximos aos valores originais. Todos os parametros, tanto em D21 quanto em D28,

apresentaram valores semelhantes. Portanto, analisando todos resultados conjuntamente,

pode-se dizer que apenas 0 hematdcrito apresentou leve redugdo e apenas em D14 e, nas

monitoragdes seguintes (D21 e D28), os valores retornam aos niveis originais e ndo se
observa nenhuma divergéncia significativa.
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Tabela 5. Resultados da aplicacdo do Teste t em dados de leucograma obtidos ao longo

do periodo de estudo.

- o D7 D14 D21 D28
Parametro
t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor
Leucdcitos Totais -0.807 0.445 -0.472 0.651 -1.594 0.154 -0.907 0.394
Neutréfilos Segmentados  -0.980 0.359 -0.502 0.631 -1.416  0.199 -0.561 0.592
Linfécitos Tipicos -0.161 0.876 0.240 0.816 -1.458 0.188 -1.447 0.191
Linfécitos Atipicos -1.788 0.116 -1.404 0.203 -1.890 0.101 -0.288 0.781

“p<0.05 "p<0l

Tabela 6. Resultados da aplicacdo do Teste t em dados bioquimicos obtidos ao longo do

periodo de estudo.

s s oy D14 D21 D28

Parametro

t p-valor t p-valor t p-valor t p-valor
Globulina -0.348 0.737 -0.558 0.593 -0.816 0.440 -1.618 0.149
Albumina -1.110 0.999 0.683 0.516 0.142 0.890 0.637 0.544
Fosfatase Alcalina -1.992* 0.086 1.096 0.309 -1.142 0.290 1.236 0.256
ALT -1.872 0.103 -0.297 0.774 -1.218 0.262 0.146 0.887
Creatinina -1.369 0.213 -2.262* 0.058 -1.623 0.148 -0.663 0.528
Ureia -0.413 0.691 0.169 0.870 0.807 0.445 -0.756 0474

“p <005 "p<0l

4 DISCUSSAO

A utilizagdo de sedacdo foi instituida neste experimento devido as dificuldades
relacionadas a manipulacdo, contencdo e administracdo de medidas terapéuticas para felinos
devido a sua grande capacidade de desvencilhamento e fuga que, aliadas a consideravel
possibilidade ocorréncia de estresse pode ocasionar acidentes, lesdes e terapéutica ineficaz.
Como agente sedativo, foi escolhido o cloridrato de dexmedetomidina devido a sua alta
especificidade. Ansah et al. (1998), concluiram que o uso deste farmaco em felinos nas doses
25, 50 e 75 pg/kg induz, de forma dose-dependente, sedagdo, analgesia e relaxamento

muscular de importancia clinica. Um estudo mostrou que esse farmaco empregado como
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agente unico e em dose baixa (Spg/kg IM) produz sedacdo leve em gatos (CARVALHO et al.,
2019), enquanto a dose de 10 pg/kg IM mostrou bons resultados (MENDES, 2003), por isso,
no presente estudo optou-se pelo uso de uma dose intermediaria de 7,5ug/kg IM.
Comparando-se os efeitos da dexmedetomidina isoladamente e de forma associada, optou-se
pelo uso isolado da droga devido & sua seguranca, minima interferéncia nos valores
hematologicos analisados, possibilidade ocorréncia de excitagdo pelo uso de outros farmacos
que fossem associados e pela indisponibilidade de reversores de outras drogas que poderiam
ser associadas a dexmedetomidina. Ao ativar os receptores o-adrenérgicos, este sedativo
provoca vasoconstricdo profunda, aumentando a resisténcia vascular sistémica e induzindo
bradicardia reflexa (SINATRA et al., 2011), além de discreta alteracdo na frequéncia
respiratoria (JULIAO, 2019), conforme foi observado comparando-se as frequéncias cardiacas
e respiratdrias de cada animal antes e apds a sedacdo. Outros possiveis efeitos adversos da
dexmedetomidina incluem vomito e hipotermia (SINCLAIR, 2003). O vomito ocorreu em
todos os animais do presente estudo em todas as vezes em que foram sedados. Gatos séo
susceptiveis a hipotermia devido a sua alta area de superficie corporal em relacdo a sua massa
(CLARK-PRICE, 2015). No entanto, ndo foi possivel estabelecer um padréo para a variacdo
de temperatura retal frente a sedacdo, provavelmente devido a algumas variaveis como a
temperatura ambiente que teve registros de 17 ° C a acima de 25° C. O estresse pode levar a
hipertermia e este é outro fator que pode ter influenciado os valores de temperatura retal
registrados; alguns animais exibiam mais sinais de tensao nas primeiras coletas e ao longo do
estudo foram se habituando a manipulacdo, enquanto outros animais se apresentaram cada vez

mais condicionados negativamente a cada manipulagéo.

Estudos envolvendo terapia celular apontam para efeitos indesejaveis como trombose
pulmonar e migracdo das CTMs para outro foco de inflamagédo (HESLOP, 2015). As CTM
sdo atraidas pelo processo inflamatorio, onde ha uma grande concentracdo de citocinas pro-
inflamatdrias e células em apoptose e geram uma resposta a esse microambiente em que estdo
(SPEES, et al., 2016).

Diversas vias de aplicacdo de células-tronco sdo descritas, entre elas a via endovenosa,
intra-arterial, subcapsular, intrarrenal (QUIMBY, 2013; SEMEDO, 2009), intraperitoneal
(PARYS, 2016). A via endovenosa é a mais utilizada nos tratamentos com CTMs. No entanto,
por essa via, grande quantidade de células fica retida nos capilares do pulméo, figado e baco
(HESLOP, 2015), conforme demonstrado através de marcadores radioativos (ARZI, 2017).

Esse aprisionamento em capilares pulmonares parece ocorrer devido ao grande tamanho das
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CTMs comparado ao didmetro do limen dos capilares. As CTAs aprisionadas nas redes de
microcapilares exercem acdo pardcrina, mas possuem curto tempo de vida. Uma vez
administradas, 90% dessas células sdo perdidas devido ao estresse fisico, inflamacdo, hipoxia
ou rejeicdo imunogénica (ARZI, 2017). A administracdo em uma artéria nutricia do tecido
alvo pode reduzir esses riscos; entretanto, o risco de oclusdes microvasculares persiste, pois
um grande nimero de células é necessario para atingir a eficcia terapéutica, O transplante
direto ao tecido alvo pode reduzir esses riscos, entretanto pode requerer cirurgia invasiva
(HESLOP, 2015). Em ratos foi demonstrado que altas doses de CTMs (2 x 10%kg) e
administracdo réapida por via endovenosa representam um significativo risco de trombose

pulmonar devido a sua caracteristica de auto-adesdo (LEE et al., 2009).

As manifestacdes de efeitos colaterais da terapia celular incluem inapeténcia,
respiracdo ofegante e ptialismo em gatos em até 1 hora apds a aplicacdo endovenosa de CTMs
alogénicas de medula éssea com resolucdo de todas as manifestaces em no maximo 3 dias
apos o procedimento, ndo sendo observados efeitos colaterais que representem ameaca a vida
(Rosselli 2016). Sintomas como nausea, vomito e aumento da frequéncia respiratoria também
sdo relatados durante a administracdo das CTMs e mostraram-se mais intensos em animais
que receberam altas doses por via endovenosa; felinos que receberam infusdes de 2 x 10%/kg
de CTMs criopreservadas ndo apresentaram efeitos colaterais, enquanto animais que
receberam a dose de 4 x 10%/kg apresentaram (QUIMBY, 2013). Avaliacdes sugerem que se a
infusdo for lenta - no minimo dentro de 30 minutos — e na dose adequada, a terapia celular é
segura (DEAK, 2010).

Com a dose utilizada no presente estudo (1 x 10° células/kg) diluida em ringer com
lactato e administrada ao longo de 40 minutos, ndo houve vémito durante ou imediatamente
apos a aplicacdo das CTMs, no entanto, todos os animais apresentaram vOmito devido a
sedacdo utilizada. N&o foi observado aumento da frequéncia respiratéria, contudo é possivel
que o efeito de bradipneia promovido pelo agente sedativo tenha influenciado o resultado

verificado.

O Unico relato de manifestagdes fora do normal durante o acompanhamento dos
animais em seus locais de residéncia foi referente ao episddio isolado de vomito e a apatia que
ocorreu em um gato entre D14 e D21. O animal vive em uma casa, e 0s tutores acreditam que
possa ter ocorrido ingestdo de alimento inapropriado. O animal se recuperou sem necessidade
de medidas terapéuticas, ndo havendo evidéncias de comprometimento da seguranga da

terapia celular associada a sedacao.
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Os gréficos (Figura 1) apontam para reducdo momentanea de hematdcrito e
hemoglobina apoés a terapia celular, o que foi confirmado, no caso do hematocrito, pelos testes
T aplicados. Apesar da reducdo observada, a literatura demonstra a utilizacdo de células-
tronco mesenquimais em animais portadores de anemias de dificil tratamento (BRAGA,
2020). Além disso, é preciso levar em consideracdo que esses parametros podem ser
influenciados por fatores individuais, como a hidratacdo dos animais. Gatos sdo animais
bastante seletivos para a ingestdo de dgua e podem n&o ingerir o volume recomendavel. No
entanto, pode-se supor que os animais do estudo estivessem mais dispostos devido ao efeitos
anti-inflamatorios da terapia celular, visto que os tutores relataram aumento de apetite, o que
poderia deixar 0s animais mais predispostos a ingestdo de agua, influenciando a redugdo dos
valores de hematdcrito. Nenhum dos animais apresentou valores de hematdcrito abaixo da
referéncia (WEISS, 2010) e, apd6s o declinio, ocorreu ascensdo com tendéncia ao
restabelecimento dos valores aos seus niveis iniciais, indicando que a redu¢cdo momenténea do
hematdcrito € um ponto que necessita de atencdo durante 0 acompanhamento de tratamento

com CTMs, mas nao torna essa terapia contraindicada.

A anélise dos dados mostrou uma reducdo estatisticamente ndo significativa dos niveis
de creatinina. No entanto, a reducdo de valores desse parametro € um ponto de interesse na
medicina felina devido aos recorrentes quadros de insuficiéncia renal. Essa reducdo observada
¢ citada na literatura em animais com doenca renal devido aos potentes efeitos
antiinflamatdrios e antifibréticos das CMTs que podem melhorar indiretamente a funcéo renal
por reduzirem inflamacdo e fibrose associadas a doenca através de efeitos parécrinos
(MALARD, 2020; LEE et al., 2010). Contudo, os valores de creatinina devem ser analisados
com cautela, pois a creatinina nao é o parametro mais sensivel para a medida de funcéo renal
e varios fatores ndo relacionados a funcdo renal podem influenciar seus valores séricos,
incluindo massa muscular e hidratacdo. Além disso, mudangas na funcdo renal podem ocorrer

sem alteracdo concomitante da concentracdo da creatinina (BAXMANN et al., 2008).

Apesar dos potenciais riscos relatados e cuidados necessarios que foram considerados
durante a execucdo do presente estudo, a administracdo endovenosa de CTMs parece proteger
os tecidos. Este efeito benéfico pode ser atribuido aos fatores anti-inflamatorios produzidos
por acdo paracrina. Estes fatores - hemeoxigenase-1 (HO-1), prostaglandina E2, indoleamine
2,3-dioxigenase (1ID0O2,3), e interleucina (IL)-10 (Semedo, 2009) -apresentam baixa expressao
do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) classe | e ndo expressam MHC classe II.

O MHC classe | presente na superficie celular dos linfocitos T citotoxicos e CD8+ é
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responsavel por reconhecer antigenos de células e tecidos transplantados e 0 MHC classe I,
presente em células apresentadoras de antigenos — macrdfagos, linfocitos B e células
dendriticas (ICHIRYU, 2013). Dessa forma, a baixa expressio de MHC, aponta
favoravelmente para a utilizacdo de CTMs em transplantes alogénicos, possuindo poucas
complicagBes relacionas (RINGDEN et al., 2006) e esta em conformidade com os resultados
obtidos.

Todos os esforcos foram feitos para diminuir a variabilidade entre as avaliacGes. Estas
foram feitas no mesmo dia da semana, no mesmo horario do dia, com o mesmo protocolo de
sedacdo e com 0s mesmos executores. Entretanto, ndo é possivel descartar o potencial de
variabilidade entre os animais ou mesmo as varia¢des diarias na fisiologia de cada individuo.
E preciso levar-se em consideracdo que foi utilizado um grupo de animais sujeitos a diferentes
condigdes de manejo por seus tutores, além da possivel influéncia do estresse e da sedacéo
sobre os resultados observados. Apesar dos efeitos registrados ocasionados pela agdo do
sedativo, ndo foram observadas alteracdes que indiquem que a sedacdo nao é segura para a

realizacdo de terapia celular.

5 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a resposta fisioldgica de gatos saudaveis a aplicacdo de
células-tronco  mesenquimais alogénicas mediante sedacdo com cloridrato de
dexmedetomidina. O acompanhamento das variacdes dos parametros fisicos e exames
laboratoriais dos animais mostra redu¢cdo momentanea do hematdcrito com manutencéo dos
valores dentro da referéncia, o que aponta para a seguranca de utilizagdo de CTMs alogénicas
criopreservadas em felinos por infusdo endovenosa lenta na dose estabelecida, utilizando-se
sedacdo através do uso de Cloridrato de Dexmedetomidina. Diferentes doses e vias de
administracdo de células-tronco resultam em diferentes riscos para o paciente. Com o objetivo
de superar esses obstaculos para tratamento é necessaria a obtencdo de CTMs de fontes
iddneas com bons sistemas de controle de qualidade, protocolos padronizados para cultura e
diferenciacdo das células, expansdo e criopreservagdao. Ademais, os estudos ja realizados
indicam que o risco de efeitos colaterais talvez esteja mais relacionado a um grande niamero
de células infundidas em um curto espaco de tempo. Novos estudos, com maior tempo de
acompanhamento e utilizando grupos-controle podem trazer novas informacdes Uteis a terapia

celular em felinos.
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER DE APROVACAO DO EXPERIMENTO PELA CEUA DA
FACISA.

o,

FoCISA CEy

de o o G o
e b g,

Comissao de Etica no Uso de Animais

Certificamos que o projeto intitulado, “AVALIACAO DE
PARAMETROS SANGUINEOS DE GATOS APOS
APLICACAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
ALOGENICAS"” protocolado sob o numero 009/2021,
utilizando 08 animais, sob a responsabilidade do Prof. Luiz
Gustavo Piroli Cabral, foi referenciado em 26/11/2021 e
esta de acordo com os principios éticos de experimentagao
animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncia da Saude de Unal.

Unai, 27 de novembro de 2021.

W Julio César da Cunha

Vice-Presidente
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ANEXO B - MODELO DE TCLE ASSINADOS PELOS TUTORES DOS ANIMAIS

TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da
pesquisa “Avaliacdo de parametros sanguineos de gatos apos aplicacdo de células-
tronco mesenquimais alogénicas”.

Queremos saber sobre a seguranca da aplicacdo endovenosa de células-
tronco mesenquimais em gatos sem manifestacdes clinicas de doencas.

Vocé nédo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu, nédo
terd nenhum problema se desistir. A pesquisa serd feita da seguinte forma: os
animais serdo submetidos a exame fisico e coleta de sangue para realizacdo de
exames uma vez por semana, durante 5 semanas. Na primeira semana, apos 0s
resultados dos exames fisicos e laboratoriais, os animais receberdo aplicacdo de
células-tronco por injecdo intravenosa. Ap0s a aplicacdo, os animais ficardo em
observacédo por 2 horas. Durante o estudo, os tutores terdo um namero de telefone
para contato caso haja alguma intercorréncia. Serdo feitos registros escritos de
dados dos animais, incluindo nome, espécie, raca, sexo, peso, idade, resenha da
avaliacao clinica, fotografias dos animais e nome, endereco e telefone dos tutores.

Essa pesquisa apresenta a possibilidade de reacdes adversas relatadas em
uma minima porcentagem de animais em estudos semelhantes que incluem apatia
no dia seguinte a aplicacdo e perda de peso dias apds a aplicagcdo, mas com
posterior recuperacdo. A manipulacéo e puncédo venosa em alguns animais podem
causar niveis diferentes de estresse dependendo do animal.

Como possivel efeito benéfico, as células-tronco podem ajudar a combater
doencas ja instaladas, mas que ainda ndo promoveram alteracbes para serem
detectadas nos exames de triagem.

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos a
outras pessoas. Os resultados da pesquisa serdo divulgados em eventos cientificos
e publicados em revistas, mas sem identificar quem participou da pesquisa. Se vocé
tiver alguma duvida, vocé pode perguntar.

Declaro que recebi uma coOpia deste termo e que entendi para que essa
pesquisa serd feita e como vou participar dela, assim como as consequéncias
positivas e negativas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que é um direito meu, a qualquer momento, dizer “ndo” e desistir,
sem nenhum problema por conta disso. Os pesquisadores tiraram minhas duvidas.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa.

ASSINATURA DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

de de 20
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Atesto que expliquei, cuidadosamente, a natureza e o objetivo deste estudo,
0s possiveis riscos e beneficios da participacdo no mesmo, junto ao participante.
Acredito que o participante tenha recebido todas as informacdes necessarias,
fornecidas em linguagem adequada e compreensivel.

Luiz Gustavo Piroli Cabral - CRMV MG 10877

de de 20
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ANEXO C - CALCULO AMOSTRAL PARA DELINEAMENTO ESTATISTICO

Valores calculados com os dados de entrada

Desvio padrao: 6.4200

Diferenga a ser detectada: 11.4000

Nivel de significlincia: 1%

Poder do teste: 90%

Teste de hipdtese: monocaudal

Tamanho da amostra calculado para cada grupo: 8

Para outros valores do nivel de significancia e poder do teste temos:

Niv. de signif. Poder do teste Tam. amostra p/ grupo
1% 65% 5
1% 70% 5
1% 75% 6
1% 80% 6
1% 85% 7
1% 95% 10
0.1% 90% 12
5% 90% 5

10% 90% 4
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ANEXO D - VALORES DOS ERITROGRAMAS DOS ANIMAIS OBTIDOS AO LONGO
DO PERIODO DE ESTUDO.

Hemécias (milhdes/mm)

Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal7 | Animal 8
D-7 6,7 7,8 10,2 6,9 6,2 8,09 8,05 6,3
D7 58 4,9 12,2 8,2 8,9 8,3 9,1 7,4
D14 8,2 9,8 9,5 10,3 6,9 54 6,4 6,03
D21 6,09 6,4 52 6,1 114 6,1 55 9,09
D28 6,89 6,71 7,93 9,52 10,5 8,29 8,8 7,76

Hematdcrito (%)

Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal7 | Animal 8
D-7 35 34 45 38 33 37 33 34
D7 33 32 31 35 35 32 36 33
D14 33 34 34 35 34 33 31 30
D21 34 36 32 39 35 33 30 30
D28 29 34 32 37 36 33 42 31

Hemoglobina (g/dL)

Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal7 | Animal 8
D-7 11,6 11,3 15 12 11 12,3 11 11,3
D7 11 10 10 11 12 11 12 11
D14 11 11,3 11,3 11,6 11,3 11 10 10
D21 11,3 12 10,6 13 11,6 11 10 10
D28 9,6 11,3 10,6 12,3 12 11 14 10,3

VVolume Corpuscular Médio (fL)

Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal7 | Animal 8
D-7 53,22581 | 53,15615 52,23881 58,92857 45,73548 40,99379 40,99379 43,58974
D7 39,32584 | 43,58974 44,11765 55,07246 53,22581 45,73548 39,56044 53,96825
D14 56,89655 | 65,30612 25,4084 42,68293 39,32584 38,55422 48,4375 44,59459
D21 30,70175 | 61,53846 55,82923 33,0033 54,09836 54,54545 54,54545 56,25
D28 55,82923 56,25 42,08999 63,93443 39,807 47,72727 47,72727 33,0033
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Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média (%)

Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal 7 | Animal 8
D-7 33,14286 | 33,23529 33,33333 31,57895 33,33333 33,24324 33,33333 33,23529
D7 33,33333 31,25 32,25806 31,42857 34,28571 34,375 33,33333 33,33333
D14 33,33333 | 33,23529 33,23529 33,14286 33,23529 33,33333 32,25806 33,33333
D21 33,23529 | 33,33333 33,125 33,33333 33,14286 33,33333 33,33333 33,33333
D28 33,10345 | 33,23529 33,125 33,24324 33,33333 33,33333 33,33333 33,22581

Trombacitos (milhares/mm)

Animal 1 | Animal 2 | Animal3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal 7 | Animal 8
D-7 382,5 2775 210 265 291 483 472 184,5
D7 257 390 133 295 169 295 478 486
D14 226 295 261 212 568 442 399 406
D21 220 183 256 153 216 484 312 334
D28 279 211 157 348 346 304 390 339




ANEXO E — VALORES BIOQUIMICOS DOS ANIMAIS OBTIDOS AO LONGO DO

PERIODO DE ESTUDO.
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Proteinas Plasméticas Totais (g/dL)

Animal | Animal | Animal3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal 7 | Animal 8
1 2
D-7 7,2 6 8,2 7 7,6 7,6 8,3 6,5
D7 7,4 6,4 6,8 7.4 8,8 6,6 7,2 7
D14 7,6 6,8 7,8 6,6 74 7,2 6,8 7,2
D21 7,4 6,6 7 7,8 7,2 7 6,8 7
D28 6,6 6,8 7 7 6,8 7 8,4 6,8
Albumina (g/dL)
Animal | Animal | Animal3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal 7 | Animal 8
1 2
D-7 2,5 2 2,4 2,2 2,1 2,1 2,5 19
D7 2,5 2 2,2 2,3 2,3 2,1 2,3 2
D14 2,4 2,1 2,3 2,3 2,1 2,3 2,5 19
D21 2,2 2,3 2,4 2,6 2,1 2,1 2,2 19
D28 2,3 2,1 1,9 2,5 2,2 2,4 2,7 2,1
Globulinas (g/dL)
Animal | Animal | Animal3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal 7 | Animal 8
1 2
D-7 477 4 5,8 4,8 55 55 58 4,6
D7 4.9 44 4,6 51 6,5 4,5 4.9 5
D14 5,2 47 55 4,3 5,3 4,9 4,3 53
D21 5,2 4,3 4,6 5,2 51 4,9 4,6 51
D28 4,3 47 51 4,5 4,6 4,6 57 47
ALT (U/L)
Animal | Animal | Animal3 | Animal4 | Animal5 | Animal6 | Animal 7 | Animal 8
1 2
D-7 117 123 69 57 68 55 55 120
D7 95 99 62 66 68 52 57 89
D14 102 100 59 82 87 61 66 90
D21 99 104 50 86 73 34 64 75
D28 117 101 54 118 75 69 68 75




FA (U/L)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 77 33 41 33 24 77 111 49
D7 69 27 30 22 33 77 106 44
D14 69 38 44 24 41 74 139 55
D21 77 41 27 27 27 74 99 49
D28 71 30 38 30 38 93 142 49
Ureia (U/L)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 64 55 44 55 43 47 57 39
D7 54 56 42 58 46 41 44 53
D14 50 54 44 51 44 57 50 59
D21 54 55 40 67 43 49 60 55
D28 50 48 37 58 41 50 46 54
Creatinina (U/L)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 1,5 1,6 1,5 1,8 19 19 1,7 19
D7 1,5 1,7 1,7 1,5 1,8 1,8 15 1,6
D14 15 1,7 1,6 1,6 1,6 14 14 1,6
D21 15 14 1,8 1,7 1,7 1,6 1,6 1,6
D28 1,6 1,7 1,6 1,7 1,7 2 1,6 1,6
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ANEXO F - VALORES DOS LEUCOGRAMAS DOS ANIMAIS OBTIDOS AO LONGO
DO PERIODO DE ESTUDO.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 32250 10300 16750 5550 11250 8050 6250 0
D7 14150 9250 8300 0 11200 8650 9150 0
D14 5950 6850 6400 11400 18550 11500 0
D21 10550 7500 6800 0 11300 6750 6150 0
D28 8650 7850 8100 0 12350 11150 11250 0
Bastonetes — Valor Relativo (%)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 0 0 0 0 0 0 0 0
D7 1 0 0 3 0 1 2 0
D14 2 0 0 2 0 0 0 1
D21 1 0 1 0 0 0 1 0
D28 0 0 0 0 3 0 0 0
Bastonetes — Valor Absoluto (/mm?®)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 0 0 0 0 0 0 0 0
D7 141,5 0 0 286,5 0 86,5 183 0
D14 119 0 0 186 0 0 0 122
D21 105,5 0 68 0 0 0 61,5 0
D28 0 0 0 0 370,5 0 0 0
Neutrofilos Segmentados — Valores Relativos (%)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 45 33 36 51 58 63 64 46
D7 64 31 33 64 33 64 59 25
D14 56 24 50 57 40 49 52 47
D21 53 56 44 59 50 68 51 37
D28 49 34 44 70 55 69 55 41




Neutrofilos Segmentados — Valores Absolutos (/mm?®)

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 14513 3399 6030 2830,5 6525 5071,5 4000 3381
D7 9056 | 2867,5 2739 6112 3696 5536 5398,5 2575
D14 3332 1644 3200 5301 4560 9089,5 5980 5734
D21 | 5591,5 | 4200 2992 4366 5650 4590 3136,5 2220
D28 | 42385 | 2669 3564 4830 6792,5 | 76935 | 61875 | 3136,5
Eosinodfilos — Valores Relativos (%)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 15 3 9 4 11 13 11 6
D7 5 6 3 2 8 16 7 6
D14 13 10 6 8 9 9 7 10
D21 13 8 8 11 3 8 12 5
D28 21 6 7 9 9 9 9 8
Eosindfilos — Valores Absolutos (/mm?®)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 4837,5 309 1507,5 222 12375 1046,5 687,5 441
D7 707,5 555 249 191 896 1384 640,5 618
D14 773,5 685 384 744 1026 1669,5 805 1220
D21 13715 600 544 814 339 540 738 300
D28 1816,5 471 567 621 11115 1003,5 1012,5 612
Basdfilos — Valores Relativos (%)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 0 0 0 0 0 0 0 0
D7 0 0 0 0 0 0 0 0
D14 0 0 0 0 0 0 0 0
D21 0 0 0 0 0 0 0 0
D28 0 0 0 0 0 0 0 0
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Basofilos — Valores Absolutos (/mm®)

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 0 0 0 0 0 0 0 0
D7 0 0 0 0 0 0 0 0
D14 0 0 0 0 0 0 0 0
D21 0 0 0 0 0 0 0 0
D28 0 0 0 0 0 0 0 0
Mondcitos — Valores Relativos (%)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 4 1 3 1 2 3 0 1
D7 2 0 1 0 1 2 0 0
D14 1 0 4 1 1 1 1 1
D21 2 1 3 0 1 0 1 0
D28 3 0 1 2 7 4 1 1
Mondcitos — Valores Absolutos (/mm?®)
Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
1 2 3 4 5 6 7 8
D-7 1290 103 502,5 55,5 225 2415 0 73,5
D7 283 0 83 0 112 173 0 0
D14 59,5 0 256 93 114 185,5 115 122
D21 211 75 204 0 113 0 61,5 0
D28 259,5 0 81 138 864,5 446 112,5 76,5
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