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QUEIROZ, D.L. Transplante intratecal de células estromais mesenquimais 

multipotentes em equinos através do espaço intervertebral C1-C2. 

Botucatu, 2017. 67p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

RESUMO 

Estudos demonstram o grande potencial do uso das células estromais 

mesenquimais multipotentes (MSCs) como terapia celular. Seu uso em lesões 

neurológicas, que usualmente apresentam difícil regeneração, tem sido 

estudado pelo fato das MSCs apresentarem baixa imunogenicidade efeitos 

imunomoduladores e neuroregenerativos. Nesse contexto, o presente estudo 

avaliou a viabilidade e a segurança do transplante de MSCs alogênicas 

provenientes do tecido adiposo, medula óssea e cordão umbilical de equinos, 

pela via intratecal através do espaço intervertebral C1-C2, por meio de exame 

neurológico seriado, análises hematológicas e determinação dos níveis séricos 

de proteínas de fase aguda. Foram utilizados 16 equinos saudáveis, divididos 

em quatro grupos: grupo SHAM (SHAM) que recebeu o transplante de salina 

tamponada com fosfato (PBS); grupo tecido adiposo (GTA), recebeu MSCs de 

origem do tecido adiposo; grupo medula óssea (GMO), recebeu MSCs de 

origem da medula óssea; e grupo cordão umbilical (GCU), recebeu células de 

origem da matriz do cordão umbilical. Foram realizadas três aplicações com 

intervalo de 30 dias em cada grupo, e coletou-se amostras de sangue, nos 

momentos que antecederam os transplantes, M0, M30 e M60 e 24 horas, após 

o transplante, M1, M31, M61. E por último foi realizada uma coleta 30 dias após 

M60, caracterizando M90. Não foram observadas alterações do exame clinico, 

hematológico e nas proteínas de fase aguda relacionadas aos sucessivos 

transplantes intratecais de MSCs, tampouco observou-se alterações que contra 

indicassem o uso de qualquer uma das fontes celulares, demonstrando que o 

protocolo utilizado, bem como qualquer uma das fontes celulares é viável e 

seguro.  

Palavras chaves: Terapia celular, espaço subaracnóideo, ceruloplasmina, 

haptoglobina, transferrina. 
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QUEIROZ, D.L. Intratecal transplantation of multipotent mesenchymal 

stromal cells in equine through intervertebral space C1-C2. Botucatu, 2017. 

67p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

ABSTRACT 

 

Studies demonstrate the great potential of using multipotent mesenchymal 

stromal cells (MSCs) as cell therapy. Its use in neurological lesions, which 

usually present difficult regeneration, has been studied because MSCs have 

low immunogenicity and immunoregulatory and neuroregenerative effects. In 

this context, the present study evaluated the viability and safety of 

transplantation of allogeneic MSCs from the adipose tissue, bone marrow and 

umbilical cord of horses, through the intrathecal route through the C1-C2 

intervertebral space, through serial neurological examination, hematological 

analyzes and determination of serum levels of acute phase proteins. Sixteen 

healthy horses were used, divided into four groups: SHAM group (SHAM) that 

received phosphate buffered saline (PBS) transplantation; adipose tissue group 

(GTA), received adipose tissue MSCs; bone marrow group (GMO), received 

MSCs from bone marrow origin; and umbilical cord (UGC) group, received cells 

from the umbilical cord array. M0, M30 and M60 were collected at the time of 

the transplantation, M1, M31 and M61 and 24 hours after transplantation. And 

finally a collection was performed 30 days after M60, characterizing M90. There 

were no changes in the clinical, hematological and acute phase-related proteins 

related to successive intrathecal transplantations of MSCs, nor were there 

alterations that contra indicated the use of any of the cellular sources, 

demonstrating that the protocol used, as well as any of cellular sources is viable 

and safe. 

 

Keywords: Cell-based therapy, subarachnoid space, ceruloplasmin, 

haptoglobin, transferrin 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

O número de pesquisas com enfoque na terapia celular tem aumentado 

vertiginosamente, isso se deve ao fato das células mesenquimais estromais 

multipotentes (MSCs) apresentarem propriedades imunomoduladoras e anti-

inflamatórias, estimulam a angiogênese, reduzem a inflamação, recrutam 

células progenitoras e minimizam a fibrose, potencializando as possibilidades 

de regeneração do tecido danificado (FRISBIE & SMITH, 2010; BORJESSON; 

PERONI, 2011; KARUSSIS et al., 2013). 

Existem diversas fontes de obtenção das MSCs, dentre elas o tecido 

adiposo e a medula óssea são as fontes mais comuns (GUTIERREZ-

NIBEYRO, 2011), porém também é possível obter por meio do cordão 

umbilical, entre outros tecidos. O tecido adiposo é uma rica fonte celular e as 

MSCs possuem boa capacidade de proliferação. As MSCs oriundas da medula 

óssea possuem uma capacidade de proliferação limitada. E as MSCs obtidas a 

partir do cordão umbilical apresentam maior multipotencialidade. (Barberini, 

2013). Ainda não existe um consenso em relação a qual é a melhor fonte para 

obtenção das MSCs, tampouco sabe-se qual o tipo celular que pode causar 

uma resposta inflamatória exacerbada no receptor do transplante. 

Segundo Chen et al., 2008, as MSCs possuem alta capacidade de 

diferenciação e migração. Possuem quimiotaxia pelas citocinas inflamatórias 

liberadas no sítio de uma lesão e/ou processo inflamatório e capacidade de 

regulação de mediadores inflamatórios por meio da liberação de fatores como a 

PGE2, IL-4, IL-6, IL-10, o fator de crescimento beta (TGF-β) (AGGARWAL; 

PITTENGER, 2004). Através da ação desses mediadores, pode ocorrer a 

supressão de células inflamatórias como os linfócitos natural killer. 

Em especial a PGE2, produto das MSCs, é capaz de inibir a produção 

de TNF-α, de INF-γ, e estimular a produção de IL-10 (BORJESSON; PERONI 

2011). A capacidade de mediar os fatores inflamatórios, torna as MSCs uma 
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importante ferramenta para justificar o uso da terapia celular em diversos tipos 

de lesões. 

Inúmeras enfermidades neurológicas que acometem os equinos podem 

causar sequelas que comprometem a funcionalidade e qualidade de vida dos 

animais. Dentre estas enfermidades destacam-se pela maior prevalência, a 

mieloencefalite protozoária equina (EPM), a mieloencefalite herpética, a 

leucoencefalomalácia e a mielopatia estenótica cervical. (RADOSTITS et al., 

2002) 

Estas enfermidades geram grandes perdas econômicas, visto que a 

“indústria do cavalo” no Brasil, movimenta cerca de 7,3 bilhões de reais por ano 

com aproximadamente 640 mil empregos diretos e 3,2 milhões de empregos, 

somando-se empregos diretos e indiretos (CONFEDERAÇÃO DA 

AGRICULTURA E PECUÁRIA DO BRASIL, 2004). 

Nesse contexto, a terapia celular com MSCs apresenta-se como uma 

alternativa promissora para o tratamento das enfermidades neurológicas em 

equinos, devido suas propriedades imunomoduladoras e neuroregenerativas. 

Porém, antes do uso desta biotecnologia na rotina clínica, faz-se necessário a 

realização de estudos sobre sua segurança e eficácia. O desenvolvimento de 

protocolos de transplantes, levando em consideração o tipo/gravidade da 

enfermidade, a fonte de MSCs, a via de transplante e a dose/número de 

transplantes são fundamentais para o sucesso da terapia.  

Em termos de via de transplante de MSCs para tratamento de lesões 

neurológicas, a via intratecal apresenta vantagens sobre a via intravenosa ou 

intra-arterial por ultrapassar a barreira hemato-encefálica e possibilitar que um 

maior número de células atinja o local da lesão. Por outro lado, transplantar as 

MSCs no local da lesão do sistema nervoso central é mais invasivo e exige 

neurocirurgia, o que tornaria a terapia celular em equinos praticamente inviável. 

Segundo Mayhew (1975) o espaço subaracnóideo pode ser acessado em 

equinos através do espaço atlanto occiptal ou do espaço lombo-sacro. Para 

realizar o transplante celular de MSCs alogênicas no espaço atlanto occiptal é 

necessário posicionar o animal em decúbito lateral, sob anestesia geral. Já 
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pelo espaço lombo-sacro, existe a possibilidade de realizar o transplante com o 

animal em estação. Maia et al. 2015 realizou transplantes celulares via 

intratecal, através do espaço atlanto-occipital, em dois grupos, o grupo 

controle, que recebeu o transplante com PBS e o grupo tratado, que recebeu o 

transplante com MSC. Para avaliar a viabilidade e segurança do transplante, 

realizou análises das variáveis hematológicas, em dois momentos. Enquanto 

Barberini (2017) realizou transplantes celulares pelas vias intratecais lombo-

sacra, atlanto-occipital e entre as vértebras C1 e C2. 

 

 REVISÃO DE LITERATURA 

1 Uso de MSCs em lesões neurológicas  

As MSCs são células que podem ser classificadas como progenitoras e 

multipotentes, e podem ser isoladas de diversos tecidos adultos e possuem 

capacidade de proliferação e diferenciação. (CHAMBERLAIN et al. 2007) 

Os fatores determinantes para a caracterização das MSCs são a 

aderência ao plástico, capacidade de diferenciação em células de 

características osteogênica, condrogênica e adipogênica, bem como a 

expressão dos marcadores CD14, CD90, CD44, CD105, CD29 e a não 

expressão dos marcadores CD34, CD14, CD79α e MHC-II (CARVALHO et al. 

2011; BARBERINI et al, 2014). De acordo com Horwitz et. al.(2005), a célula 

que possuírem a essas características, devem receber a nomenclatura de 

células mesenquimais estromais multipotentes. 

As fontes mais comumente utilizadas para obtenção de MSCs em 

equinos são a medula óssea e o tecido adiposo (GUTIERREZ-NIBEYRO, 

2011). No entanto as células também podem ser obtidas a partir do tecido do 

cordão umbilical e da membrana amniótica (CAMPOS et al. 2017). 

As MSCs atuam através da secreção de fatores bioativos que por sua 

vez irão exercer sua função inibindo a formação de um tecido cicatricial 

(fibrose), diminuindo a apoptose e estimulando a angiogênese (NÖTH et al. 

2010), além de liberarem fatores de crescimento como o VEGF (fator de 
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crescimento vascular endotelial), HGF (fator de crescimento do hepatócito) e 

IGF -1 (fator de crescimento semelhante à insulina) (WANG et al. 2004). 

A terapia com MSC autóloga consiste no transplante de células 

provenientes do próprio animal. Apresenta como vantagem menor chance de 

rejeição do transplante e desvantagem o tempo necessário para o cultivo das 

MSCs (BORJESSON; PERONI, 2011). Já a terapia com MSCs alôgenica 

consiste no transplante de células provenientes de um animal da mesma 

espécie. Apresenta como vantagem a possibilidade de rápido transplante, visto 

que as células já estão cultivadas e esse tipo de transplante é possível devido 

ao fato das MSCs possuírem baixa imunogenicidade (BARBERINI, et al., 

2014).  

O sistema nervoso de mamíferos, em geral, possui grande complexidade 

e sua capacidade de recuperação perante lesões é limitada (MANSERGH et al. 

2004). Perante ao alto índice de recidiva clínica e de sequelas apresentadas 

pelos animais que sofreram lesões de fundo neurológico, e também levando 

em consideração a alta especificidade do tecido nervoso e sua baixa 

capacidade regenerativa, a terapia celular por meio das MSCs pode estimular a 

angiogênese, reduzir a inflamação, recrutar células progenitoras e minimizar a 

fibrose (BORJESSON; PERONI, 2011), aumentando assim as possibilidades 

de regeneração do tecido danificado (KARUSSIS et al., 2013). 

Em humanos estudos com terapia celular vem buscando alternativas 

para auxiliar o tratamento em casos de esclerose múltipla (MANGANAS & 

MALETIC-SAVATIC, 2005), mal de Parkinson, acidente vascular cerebral, 

dentre outras (JANDIAL et at., 2007). Porém ainda não existe um 

protocolo/estudo definido em equinos. 

A exemplo de Maia et al., (2009), que realizaram o tratamento de um 

equino com paralisia do nervo facial que não apresentou resposta ao 

tratamento tradicional e após 90 dias do transplante perilesional das MSCs 

observaram melhora completa da ptose do lábio inferior. Os autores acreditam 

que as MSCs propiciaram uma melhora no microambiente neural, por conta 

dos seus efeitos parácrinos e imunomoduladores. 
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Maia et al. (2015) realizaram o transplante de MSCs via intratecal em 

equinos saudáveis e não observaram após o transplante, alterações no exame 

neurológico, na análise hematológica e na análise do LCR. Foi observado a 

expressão de MMP2, em sua forma inativa, porém não houve diferença 

estatística. Já para a MMP9 a expressão não foi observada. Os autores 

concluíram que o transplante de MSCs autólogas pela via intratecal 

apresentou-se viável e seguro. Já no presente estudo foi utilizada uma dose 

maior e a via utilizada para o transplante permitiu a realização do transplante 

com o animal em estação, também avaliou-se a resposta inflamatória por meio 

do comportamento das proteínas de fase aguda. 

2 Proteínas de Fase Aguda 

O transplante de células alogênicas pode ser rejeitado pelo organismo 

devido a exposição a proteínas estranhas. Quando o organismo identifica 

algum agente agressor, uma série de reações podem desencadear para 

combater o antígeno, dessa maneira, por meio de macrófagos teciduais, 

monócitos e linfócitos são liberadas citocinas pró-inflamatórias como as 

interleucinas IL-1 e IL- 6 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (SMITH, 

2000; FAZIO, 2010). 

Apesar das MSC alogênicas serem estranhas ao organismo receptor do 

transplante, diversos estudos demonstraram propriedades imunopriveligiadas 

destas células fazendo com que elas não desencadeiem uma reação de 

rejeição ao transplante. Ao contrário as MSC tem sido utilizadas para o 

tratamento da doença de rejeição de enxerto, devido suas propriedades 

imunomoduladoras (MARTI; RIBEIRO; HAMERSCHLAK, 2011).   

As MSCs possuem quimiotaxia pelas citocinas inflamatórias liberadas no 

sítio de uma lesão e/ou processo inflamatório e capacidade de regulação de 

mediadores inflamatórios por meio da liberação de fatores como a PGE2, IL-4, 

IL-6, IL-10, o fator de crescimento beta (TGF-β) (AGGARWAL; PITTENGER, 

2004). Através da ação desses mediadores, pode ocorrer a supressão das 

células Natural Killer. Dessa maneira as MSCs não seriam reconhecidas pelo 

organismo como um antígeno, pelo contrário elas podem mediar a resposta 

inflamatória de forma positiva.  
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A resposta de fase aguda envolve mudanças metabólicas e sistêmicas, 

como a febre, a leucocitose, aumento do cortisol sanguíneo e diminuição das 

concentrações de tiroxina, ferro e zinco. Trata-se de um evento que tem como 

principal objetivo restabelecer a homeostasia do organismo e eliminar a causa 

da lesão (ECKERSALL, 2008). 

Após a liberação dos mediadores inflamatórios, a IL-6 estimula a 

secreção das proteínas de fase aguda (PFAs) pelos hepatócitos, enquanto a 

IL-1 irá estimular o fluxo sanguíneo de aminoácidos e a TNF-α irá promover o 

catabolismo muscular por meio de glicocorticoides (ECKERSALL, 2008). 

Após o estímulo, ou já passada a lesão, a IL-6 será responsável por 

induzir a diminuição dos níveis séricos de IL-1 e TNF-α, a partir desses eventos 

a IL-10 irá suprimir a produção local de IL-6 e por meio desta ocorrerá a 

diminuição da produção das PFAs (GRUYS et al., 2005). 

Os hepatócitos são os responsáveis pela síntese das PFAs, 

glicoproteínas que podem ser classificadas em negativas, quando apresentam 

diminuição dos seus níveis séricos perante um processo inflamatório, como, 

por exemplo, a albumina e a transferrina (TR); e positivas, quando ocorre 

aumento dos níveis séricos, como, por exemplo, a Alfa 1-glicoproteína ácida, a 

amiloide A sérica (SAA), a haptoglobina e a ceruloplasmina (JACOBSEN, 

2007). 

As PFAs também podem ser classificadas de acordo com o seu peso 

molecular em α, β e γ, e também de acordo com a sua densidade de cargas 

(MURATA, 2004). 

As PFAs, estão presentes no processo de restauração de homeostase e 

limitam o crescimento bacteriano (MURATA, 2004), fazem parte estrutural de 

células, órgãos e tecidos, atuando como catalisadores de reações bioquímicas, 

tampão ácido – nutrientes, manutenção da pressão osmótica, portanto 

apresentam-se como importantes ferramentas no auxílio ao diagnóstico de 

processos inflamatórios (ECKERSALL, 2008). 
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Em equinos, as PFAs mais importantes são a ceruloplasmina, a 

haptoglobina e a Amilóide A sérica, que por sua vez é a proteína de maior 

destaque visto que seus níveis séricos aumentam de 100 a 1000 vezes quando 

na presença de um processo inflamatório, tendo um pico de 24 a 48 horas 

(ECKERSALL, 2008). 

Outras proteínas também importantes são a haptoglobina, fibrinogênio e 

a α1-glicoproteína ácida, porém diferentemente das proteínas citadas acima, 

seus níveis séricos elevam-se de forma lenta, apresentando pico de 2 a 3 dias 

e aumento de 5 a 10 vezes na concentração sanguínea (ECKERSALL & BELL, 

2010; CRISMAN, 2008). 

O fibrinogênio que é produzido pelos hepatócitos, possui meia vida de 

dois a três dias, sendo consumido durante a coagulação, não é uma das 

principais proteínas para avaliação de inflamação (LOPES, 2007). 

Segundo Jacobsen (2005), comparando-se os níveis séricos do 

fibrinogênio, a contagem de leucócitos e análise das PFAs, observou-se que as 

PFAs foram mais eficientes e sensíveis. A SAA, é mais eficiente como 

marcador de processos inflamatórios, pelo fato de apresentar meia vida curta e 

alta resposta a inflamação. (ECKERSALL, 2008; FAGLIARI, 2008). 

A transferrina (TR) que é indicada como a PFAs responsável pelo 

transporte de ferro no sangue, possui vida média de aproximadamente de 8 a 

10 dias (ECKERSALL, 2010). Possui relação com a imunidade inata por se 

ligar aos íons ferro e desta maneira previne a proliferação de microorganismos 

que utilizam o ferro como nutriente. A concentração sérica da transferrina, 

quando diminuída, pode ocorrer em casos de doença renal, leucemias e por 

produção inadequada da mesma por conta de lesões em hepatócitos 

(MURATA, 2004). 

Oliveira-Filho et al. (2014) verificou que a quantificação do ferro 

plasmático era um indicador mais precoce da inflamação quando comparado 

ao fibrinogênio. Isso se deve ao fato que a hipoferremia é uma consequência 

do aumento da hepcidina hepática, que teve o seu aumento observado as 6 e 
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18 horas após indução da inflamação, enquanto o fibrinogênio apresentou 

aumento somente 24 horas após a indução da inflamação. 

A Ceruloplasmina (Ce) pode ser classificada como uma glicoproteína 

com peso de 151 KDa, conhecida por realizar o transporte do cobre, sendo 

essencial para a eritropoiese, exercendo efeito antioxidante nas células e 

tecidos, com o intuito de realizar proteção dos mesmo quando em contato com 

compostos gerados pela fagocitose de microrganismos (CÉRON et al., 2005). 

Sua concentração sérica irá aumentar em casos de inflamação aguda, traumas 

e até mesmo processos infecciosos, por ocorrer um aumento da sua expressão 

genica em tecido hepático e extra hepático, como baço, pulmões e cérebro 

(ECKERSALL, 2010). 

 A Haptoglobina (Hp) é classificada como uma glicoproteína, que possui 

subunidades alfa e beta. Pode se ligar a hemoglobina impedindo a formação de 

radicais livres e diminuindo a disponibilidade de resíduos para a utilização 

bacteriana. Também estimula a angiogênese e possui efeito imunomodulador 

(ECKERSALL, 2008). Após um estímulo traumático pode ser detectada em 24 

horas, sendo que suas concentrações atingem um pico em aproximadamente 4 

dias (ECKERSALL & BELL, 2010).  

Para a identificação das proteínas, a técnica da eletroforese apresenta-

se como um método simples e não oneroso, visto que pode ser realizado com 

uma pequena quantidade de amostra (GORDON, 1995). Através da 

eletroforese realizada com a técnica de SDS-PAGE, é possível identificar um 

grande número de proteínas (FAGLIARI et al., 2008). 

3 Protocolo de transplante intratecal de MSCs  

 O estabelecimento de um protocolo seguro e aplicável para o transplante 

celular via intratecal é de suma importância para o desenvolvimento da terapia 

celular direcionada ao tratamento de lesões neurológicas em equinos. Até o 

presente momento não existe consenso sobre qual melhor forma de acesso 

para realização do transplante de MSC em enfermidades neurológicas. 

Tampouco existe consenso em relação a qual a melhor dose e qual o melhor 

tipo/fonte celular. 
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 Maia et. al. (2015) realizaram transplante de 1 milhão de MSCs 

autólogas, provenientes da medula óssea, em 10 equinos, através da via 

atlanto – occipital, objetivando avaliar a segurança da via a intratecal e não 

encontraram alterações significativas nas análises hematológicas. Já o 

presente estudo utilizou a dose de 50 milhões de células para avaliar a 

segurança do transplante e possíveis reações adversas perante altas doses. 

Em geral, transplantes de MSC para o tratamento de lesões 

neurológicas podem ser realizados pela via intravenosa, intra-arterial, intratecal 

e intra/perilesional. A via de transplante intravenosa apresenta como vantagem 

a facilidade de realização, porém permite que a maioria das células 

transplantadas se direcionem para o pulmão dificultando a migração para o 

tecido nervoso, tanto pelo seu aprisionamento nos capilares pulmonares como 

pela maior dificuldade em atravessar a barreira hemato-encefálica (BHE). Por 

sua vez, a via intra-arterial, por exemplo, a artéria carótida externa, apesar de 

permitir que as células transplantadas sejam direcionadas para o encéfalo sem 

passar pelos pulmões, ainda apresenta a desvantagem de ter que atravessar a 

BHE, além de aumentar os riscos de tromboembolismo cerebral (ZHANG et al., 

2015). Já a via intratecal apesar de invasiva, apresenta a maior chance de 

distribuição no tecido nervoso, pelo fato das MSCs transplantadas não 

precisarem atravessar a BHE. 

Uma região anatômica que pode ser utilizada para acessar o espaço 

subaracnoideo em equinos na posição quadrupedal é a cisterna lombo-sacra, 

seguindo a técnica descrita por DE LAHUNTA (1983). Já Pease et al., (2012) 

descreveram uma técnica que também proporciona o acesso do espaço 

subaracnoideo em posição quadrupedal, através do espaço intervertebral C1-

C2, guiada por ultrassom (US). 

  

4 HIPÓTESE  

O presente estudo apresenta a hipótese de que sucessivos transplantes 

intratecal de MSCs alogênicas oriundas do tecido adiposo, medula óssea e 
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cordão umbilical é viável de ser realizado à campo e seguro em equinos, sem 

reações adversas perante os diferentes tipos celulares. 

5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral  

 Desenvolver um protocolo de transplante intratecal de MSCs alogênicas, 

viável de ser realizado à campo e seguro em equinos. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 Desenvolver um protocolo de sucessivos transplantes de MSCs 

alogênicas, via intratecal através do acesso ao espaço subaracnoideo 

entra a vertebras C1-C2. 

 Avaliar clinicamente os animais, por meio de exames físicos e 

neurológicos, antes e após o transplante de MSCs alogênicas 

proveniente do tecido adiposo (TA), cordão umbilical (CU) e medula 

óssea (MO). 

 Avaliar o quadro hematológico dos animais, antes e após o transplante 

intratecal de MSCs alogênicas provenientes do TA, CU e MO. 

 Avaliar o proteinograma sérico, com enfoque nas proteínas 

ceruloplasmina, transferrina e haptoglobina, antes e após o transplante 

intratecal de MSCs alogênicas provenientes do TA, CU e MO. 
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CAPÍTULO 2 1 

 2 

TRABALHO CIENTÍFICO 3 

Trabalho a ser enviado para a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e 4 

Zootecnia 5 

As normas para publicação encontram-se no endereço eletrônico: 6 

http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm 7 

 8 

Viabilidade e segurança de transplantes seriados de células estromais 9 

mesenquimais multipotentes em equinos sadios através do espaço subaracnoideo 10 

entre a primeira e a segunda vertebra cervical. 11 

[Viability and safety of serial transplants of multipotent mesenchymal stromal cells in 12 

healthy horses through the subarachnoid space between the first and second cervical 13 

vertebrae.] 14 

 15 

D.L.QUEIROZ1, D.J.BARBERINI, D.J.SVICERO, M.C.R. CASTIGLIONI, N.D. 16 

LIMONTA, F.F.SOUZA, R.M. AMORIM 17 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista 18 

(Unesp), Campus de Botucatu, Distrito de Rubião Júnior s/n, Botucatu, SP 18618-000, 19 

Brazil 20 

 21 

RESUMO 22 

O uso de células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) tem sido 23 

estudado para auxiliar na recuperação de sequelas neurológicas, pelo fato das MSCs 24 

apresentarem capacidade de auto renovação, baixa imunogenicidade, efeitos 25 

antiinflamatórios, imunomoduladores e neuroprotetores. O presente estudo avaliou a 26 

viabilidade e a segurança do transplante intratecal de MSCs através do espaço 27 

intervertebral C1- C2, por meio de exames físicos e neurológicos, análises 28 

hematológicas e dos níveis séricos das proteínas de fase aguda. Para isso foram 29 

                                                           
1 E-mail: diana_leocata@hotmail.com 
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utilizados 16 equinos saudáveis, que foram divididos em quatro grupos: grupo SHAM 30 

(SHAM) que recebeu o transplante de salina tamponada com fosfato (PBS); grupo 31 

tecido adiposo (GTA), recebeu MSCs de origem do tecido adiposo; grupo medula óssea 32 

(GMO), recebeu MSCs de origem da medula óssea; e grupo cordão umbilical (GCU), 33 

recebeu células de origem da matriz do cordão umbilical. Foram realizadas três 34 

aplicações com intervalo de 30 dias em cada grupo, e coletou-se amostras de sangue, 35 

nos momentos que antecederam os transplantes, M0, M30 e M60 e 24 horas, após o 36 

transplante, M1, M31, M61. E por último foi realizada uma coleta 30 dias após 60, 37 

caracterizando M90. Os resultados obtidos demonstram a viabilidade do protocolo 38 

proposto de transplante intratecal de MSCs, assim como a sua segurança em equinos 39 

saudáveis. Estudos clínicos de segurança e eficácia terapêutica devem ser realizados em 40 

equinos acometidos por afecções neurológicas antes da utilização desta biotecnologia na 41 

rotina clínica.  42 

Palavras chaves: Terapia celular, espaço subaracnoideo, ceruloplasmina, haptoglobina, 43 

transferrina. 44 

 45 

ABSTRACT 46 

The use of multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) has been studied to aid in 47 

the recovery of neurological sequelae, due to the fact that MSCs present self-renewal 48 

capacity, low immunogenicity, anti-inflammatory, and immunomodulatory and 49 

neuroprotective effects. The present study evaluated the viability and safety of 50 

intrathecal transplantation of MSCs through the C 1 -C 2 intervertebral space through 51 

physical and neurological exams, hematological and serum levels of acute phase 52 

proteins. For this, 16 healthy horses were used, which were divided into four groups: 53 

SHAM group (SHAM) that received phosphate buffered saline (PBS); adipose tissue 54 

group (GTA), received adipose tissue MSCs; bone marrow group (GMO), received 55 

MSCs from bone marrow origin; and umbilical cord (UGC) group, received cells from 56 

the umbilical cord array. M0, M30 and M60 were collected at the time of the 57 

transplantation, M1, M31 and M61 and 24 hours after transplantation. And finally a 58 

collection was performed 30 days after 60, characterizing M90. The results obtained 59 

demonstrate the viability of the proposed intrathecal MSC transplantation protocol, as 60 

well as its safety in healthy horses. Clinical safety and therapeutic efficacy studies 61 
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should be performed on horses affected by neurological conditions prior to the use of 62 

this biotechnology in routine clinical practice. 63 

 64 

Keywords: Cell therapy, subarachnoid space, ceruloplasmin, haptoglobin, transferrin 65 

 66 

INTRODUÇÃO 67 

O número de pesquisas com enfoque na terapia celular tem aumentado 68 

vertiginosamente, isso se deve ao fato das MSCs apresentarem propriedades 69 

imunomoduladoras e antiinflamatórias, estimulam a angiogênese, reduzem a 70 

inflamação, recrutam células progenitoras e minimizam a fibrose, potencializando as 71 

possibilidades de regeneração do tecido danificado (Frisbie e Smith, 2010; Borjesson e 72 

Peroni, 2011; Karussis, 2013). 73 

Existem diversas fontes de obtenção das MSCs, dentre elas o tecido adiposo e a 74 

medula óssea são as fontes mais comuns (Gutierrez-Nibeyro, 2011), porém também é 75 

possível obter por meio do cordão umbilical, entre outros tecidos. O tecido adiposo é 76 

uma rica fonte celular e as MSCs possuem boa capacidade de proliferação. As MSCs 77 

oriundas da medula óssea possuem uma capacidade de proliferação limitada. E as MSCs 78 

obtidas a partir do cordão umbilical apresentam maior multipotencialidade. (Barberini, 79 

2013). Ainda não existe um consenso em relação a qual é a melhor fonte para obtenção 80 

das MSCs, tampouco sabe-se qual o tipo celular é mais eficiente no tratamento de lesões 81 

neurológicas. 82 

Segundo Chen et al., 2008, as MSCs possuem alta capacidade de diferenciação e 83 

migração. Possuem quimiotaxia pelas citocinas inflamatórias liberadas no sítio de uma 84 

lesão e/ou processo inflamatório e capacidade de regulação de mediadores inflamatórios 85 

por meio da liberação de fatores como a PGE2, IL-4, IL-6, IL-10, o fator de crescimento 86 

beta (TGF-β) (Aggarwal; Pittenger, 2004). Através da ação desses mediadores, pode 87 

ocorrer a supressão de células inflamatórias como os linfócitos natural killer. 88 

Em especial a PGE2, produto das MSCs, é capaz de inibir a produção de TNF-α, 89 

de INF-γ, e estimular a produção de IL-10 (Borjesson e Peroni 2011). A capacidade de 90 

mediar os fatores inflamatórios, torna as MSCs uma importante ferramenta para 91 

justificar o uso da terapia celular em diversos tipos de lesões. 92 
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Inúmeras enfermidades neurológicas que acometem os equinos podem causar 93 

sequelas que comprometem a funcionalidade e qualidade de vida dos animais. Dentre 94 

estas enfermidades destacam-se pela maior prevalência, a mieloencefalite protozoária 95 

equina (EPM), a mieloencefalite herpética, a leucoencefalomalácia e a mielopatia 96 

estenótica cervical. (Radostits et al., 2002) 97 

Nesse contexto, a terapia celular com MSCs apresenta-se como uma alternativa 98 

promissora para o tratamento das enfermidades neurológicas em equinos, devido suas 99 

propriedades imunomoduladoras e neuroregenerativas. Porém, antes do uso desta 100 

biotecnologia na rotina clínica, faz-se necessário a realização de estudos sobre sua 101 

segurança e eficácia. O desenvolvimento de protocolos de transplantes, levando em 102 

consideração a tipo/gravidade da enfermidade, a fonte de MSCs, a via de transplante e a 103 

dose/número de tratamentos são fundamentais para o sucesso da terapia. Dessa maneira 104 

o presente estudo tem como objetivos desenvolver um protocolo de terapia celular 105 

intratecal viável de ser realizado à campo e avaliar a segurança do transplante de MSCs 106 

alogênicas provenientes do tecido adiposo, medula óssea e cordão umbilical. 107 

 108 

MATERIAL E MÉTODOS 109 

Delineamento experimental: 110 

 Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pela 111 

Comissão de Ética da faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP-Botucatu 112 

sob o protocolo nº 161/2014 – CEUA. Foram utilizados 16 equinos adultos hígidos, 113 

com idade média entre 5 e 12 anos, machos e fêmeas divididos aleatoriamente em 114 

quatro grupos: grupo SHAM (GS) que recebeu o transplante de salina tamponada com 115 

fosfato (PBS); grupo tecido adiposo (GTA), recebeu MSCs de origem do tecido 116 

adiposo; grupo medula óssea (GMO), recebeu MSCs de origem da medula óssea; e 117 

grupo cordão umbilical (GCU), recebeu células de origem da matriz do cordão 118 

umbilical. No grupo SHAM foi administrado 2 mL de PBS, e nos demais grupos foram 119 

administrados aproximadamente 50x106 MSCs, por via intratecal entre o espaço 120 

intervertebral C1-C2, mediante sedação com detomidina 10µg/kg e cloridrato de 121 

morfina 0,05 mg/kg, associado ao bloqueio local com cloridrato de lidocaína com o 122 

animal em posição quadrupedal de acordo com (PEASE et al., 2012), realizando 123 

transplantes seriados a cada 30 dias. Estes animais foram submetidos a exames físicos e 124 
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neurológicos, à coletas de sangue, para análises hematológica e séricas de proteína de 125 

fase aguda, por meio do plasma sanguíneo, nos seguintes momentos: M0 - 126 

imediatamente antes do primeiro transplante; M1 - 24 horas após o primeiro transplante; 127 

M30 - imediatamente antes do segundo transplante (30 dias após M1); M31 – 24 horas 128 

após M30; M60 - imediatamente antes do terceiro transplante (30 dias após M30); M61 129 

– 24 horas após M60; e por fim M90 – 30 dias após M60. 130 

 131 

Coleta, isolamento, cultivo e caracterização das MSCs: 132 

 As MSCs derivadas do tecido adiposo foram obtidas através de uma biópsia 133 

conforme Carvalho et al.(2011). As MSCs derivadas da medula óssea foram obtidas por 134 

meio de uma punção de medula óssea conforme Barberini et al. (2014). E por fim, para 135 

obtenção das MSCs derivadas do cordão umbilical, isolamento e cultivo celular foram 136 

realizados conforme Barberini et al. (2014). As células utilizadas para transplante 137 

faziam parte de um banco de células, produzido pelo grupo de pesquisa e já estavam 138 

previamente caracterizadas de acordo com a expressão do marcadores CD90 e MHC-II. 139 

 140 

Protocolo de transplante intratecal de MSCs: 141 

O transplante foi realizado no espaço subaracnóideo entre as vértebras C1-C2 de 142 

acordo com a técnica descrita por (Pease et al., 2012), com modificações Para isso, os 143 

animais foram sedados com detomidina (10-20 µg/kg intravenoso) e morfina (0,05 mg/kg 144 

intravenoso). Em posição quadrupedal, uma área de 15x15 cm, centrada sobre o espaço 145 

das vértebras C1-C2, foi tricotomizada e preparada assepticamente com clorexidine e 146 

álcool para transplante estéril. Foi realizada a infiltração da pele e do tecido subcutâneo 147 

com anestésico cloridrato de lidocaína 2%, utilizando um bloqueio em botão. Com ajuda 148 

da ultrassonografia (MyLab™30Gold VET), o espaço subaracnoideo entre C1-C2 foi 149 

localizado, uma agulha espinhal de 25Gx90mm foi inserida até o espaço subaracnoideo, 150 

sendo retirado aproximadamente 2 ml de LCR, com auxílio de uma seringa de 3mL. Logo 151 

após este procedimento, o PBS (2 mL) foi aplicado no grupo SHAM e as MSCs (50x106 152 

em 2mL de PBS) foram transplantadas nos respectivos grupos experimentais,  153 

 154 

Exames físico e neurológico: 155 
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Os exames físico e neurológico foram realizados conforme Feitosa (2008) 156 

previamente a cada transplante, diariamente na primeira semana, e duas vezes por semana 157 

nas demais semanas seguintes. 158 

  Para isso, foi avaliada a integridade encefálica, medular e dos nervos periféricos 159 

através da avaliação do estado mental, do comportamento, da posição e coordenação da 160 

cabeça, da integridade dos pares de nervos cranianos, da locomoção, da coluna vertebral 161 

da região cervical até a sacral e dos membros torácicos e pélvicos. Além dos parâmetros 162 

básicos como frequência cardíaca, frequência respiratória, temperatura, tempo de 163 

preenchimento capilar, linfonodos, coloração de mucosas, bem como avaliações mais 164 

pontuais ao local da aplicação, como avaliação da sensibilidade dolorosa e aumento de 165 

temperatura local. 166 

 167 

 168 

Análise hematológica: 169 

As variáveis hematológicas de interesse para o presente estudo foram: Proteína 170 

Total, Fibrinogênio, Leucócitos, Linfócitos e Segmentados. Pois são as variáveis com 171 

maior relação com resposta inflamatória. Foram coletadas amostras de sangue através 172 

da punção da veia jugular direita ou esquerda aleatoriamente com uso de vacuntainer ®. 173 

O sangue coletado para a hematologia (3mL), foi acondicionado em tubos contendo 174 

ácido etilenodiamino tetra acético (EDTA K3) a 7,5%. As amostras foram processadas 175 

em contador hematológico (Sysmex® - Poch-110 iV) (Thrall et al., 2015). A contagem 176 

diferencial de leucócitos foi realizada em 100 células com avaliação morfológica de 177 

hemácias, leucócitos e plaquetas em esfregaços de sangue corados pelo panótico rápido. 178 

Para análise do hematócrito (Ht), proteína plasmática total (PT) e fibrinogênio foram 179 

preenchidos dois capilares (70%), sendo um corresponde a quantificação do hematócrito 180 

e proteína plasmática total e o outro para o fibrinogênio. Ambos foram selados e 181 

submetidos a centrifugação em micro-centrífuga² a 12.000 rpm por cinco minutos. A 182 

porcentagem de hemácias foi aferida com auxílio de uma tabela graduada para 183 

hematócrito. Para a leitura da PT, foi utilizada a coluna de plasma sobrenadante do tubo 184 

de micro hematócrito com o auxílio de um refratômetro (Refratômetro Manual 0 a 32% 185 

Brix c/ Compensação Automática Mod. 103 – Biobrix.). O capilar correspondente a 186 

quantificação do fibrinogênio foi imerso em banho maria a temperatura de 52°C por até 187 
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cinco minutos e novamente submetido ao mesmo protocolo de centrifugação. A leitura 188 

foi realizada com auxílio do refratômetro. Para obtenção dos valores de fibrinogênio, o 189 

valor da PT da primeira centrifugação foi subtraído do valor obtido na segunda 190 

centrifugação e multiplicado por 1000. 191 

 192 

Análise Eletroforética: 193 

Para o fracionamento das proteínas, foram utilizados 1mL de plasma sanguíneo, 194 

e realizou-se eletroforese em gel de poliacrilaminada contendo dodecil sulfato de sódio 195 

(SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli (1970). Para realização da 196 

eletroforese foi utilizado um sistema vertical (Mini VE, GE Healthcare, Uppsala, 197 

Suécia), utilizando uma concentrações de poliacrilamida de 10% no gel de separação. E 198 

a concentração do 5% no gel de empilhamento foi usado em todas as corridas. A 199 

quantidade total carregada de proteína em cada poço foi 90 ug em 50 uL. Cada gel 200 

também foi carregado 5 uL do marcador de proteína padrão (Perfect Protein Markers, 201 

10-225 kDa, EMD Millipore Corporation, San Diego, CA, USA). O sistema de 202 

eletroforese foi conectado a uma fonte de alimentação (EPS 300 Power Supply,GE 203 

Healthcare, Uppsala, Suécia) com corrente constante de 15mA e tensões máximas 204 

aproximadas de 180 V durante aproximadamente 2 h. Após a corrida, o gel foi fixado na 205 

solução fixadora por 1 hora, transcorrido esse tempo foi retirada a solução e o gel foi 206 

corado com a solução de trabalho coomassie G – 250, durante 16 horas, no agitador 207 

(Rotary Shaker, Biomixer, modelo MOS-1, São Paulo, SP, Brasil). Após a coloração o 208 

gel foi retirado da solução e deixado durante 1 hora em água destilada para descorar o 209 

fundo. Por fim, a água destilada foi retirada e o gel ficou armazenado em solução de 210 

ácido acético 10%. As imagens dos géis foram digitalizadas e para cada gel foi gerada 211 

uma imagem no analisador (Image Master TM 1D, GE Healthcare), e através disso foi 212 

determinado o peso molecular (MW) integrado a densidade óptica (IOD). 213 

 214 

Análise Estatística: 215 

A distribuição das diversas variáveis foi verificada utilizando análises gráficas e 216 

testes de normalidade (Shapiro-Wilk). Para as variáveis consideradas paramétricas foi 217 

utilizado um modelo de regressão linear (ANOVA) multivariada com pós teste de 218 

Tukey, tendo como variáveis explanatórias o tratamento e o momento avaliado. Para as 219 
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variáveis não paramétricas foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis com pós teste de 220 

Dunns para verificar diferenças entre os momentos e os tratamentos. Foram 221 

consideradas diferenças estatísticas quando p<0,05. Todas as análises foram realizadas 222 

com o Statistical Analysis Software – SAS versão 9.4 (SAS Institute, 2011). 223 

 224 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 225 

Para realização do transplante celular, a identificação ultrassonográfica das 226 

estruturas na região intervertebral entre C1-C2 foi eficiente e determinante para o 227 

sucesso da técnica, conforme demonstrado na figura 1. Em todos os transplantes de 228 

MSCs não se observou resistência na seringa.  229 

 230 

 231 

Figura 1 A: Imagem ultrassonográfica do espaço subaracnoideo entre as vértebras C1-232 

C2, em equinos, demonstrando a musculatura, ligamento amarelo, espaço 233 

subaracnoideo, medula espinhal e agulha espinhal no momento do transplante. B: 234 

Imagem ultrassonográfica do espaço entre as vértebras C1-C2, em equinos, 235 

demonstrando a musculatura, ligamento amarelo, espaço subaracnoideo e medula 236 

espinhal. 237 

 238 

Transplantes de MSC para o tratamento de lesões neurológicas podem ser 239 

realizados pela via intravenosa, intra-arterial, intratecal e intra/perilesional. A via de 240 

transplante intravenosa apresenta como vantagem a facilidade de realização, porém 241 

permite que a maioria das células transplantadas se direcionem para o pulmão 242 

dificultando a migração para o tecido nervoso, tanto pelo seu aprisionamento nos 243 

capilares pulmonares como pela maior dificuldade em atravessar a barreira hemato-244 
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encefálica (BHE). Por sua vez, a via intra-arterial, apesar de permitir que as células 245 

transplantadas sejam direcionadas para o encéfalo sem passar pelos pulmões, ainda 246 

apresenta a desvantagem de ter que atravessar a BHE, além de aumentar os riscos de 247 

tromboembolismo cerebral (ZHANG et. al., 2015). Já a via intratecal apesar de 248 

invasiva, apresenta a vantagem de melhor distribuição no tecido nervoso, pelo fato das 249 

MSCs transplantadas não precisarem atravessar a BHE. 250 

O transplante intratecal somente não foi possível quando o animal movimentou a 251 

cabeça de forma excessiva, pois essa movimentação alterava o trajeto da agulha e 252 

dificultava o acesso ao espaço subaracnoideo. Poucos animais não ficaram na posição 253 

ideal, após a sedação, dificultando a realização do transplante. Nesses casos optou-se 254 

primeiramente por um reforço na bloqueio periregional e quando mesmo assim o animal 255 

continuava a movimentar-se optou-se por realizar metade da dose inicial de detomidina. 256 

Somente um animal foi retirado do estudo por não permitir a realização do 257 

transplante, mesmo após a sedação. Durante o estudo notou-se que os animais 258 

apresentavam maior incomodo no momento em que a agulha transpassava a pele. Então 259 

antes de realizar o transplante é necessário localizar o espaço subaracnoideo de forma 260 

precisa e realizar o bloqueio de forma eficaz. 261 

Não foi observada nenhuma alteração nos exames físico e neurológicos, após a 262 

realização dos transplantes. Também não foi observado nenhum acidente durante o 263 

transplante celular no espaço subaracnoideo que colocasse em risco a integridade física 264 

do animal, assim como não se observou nenhum efeito colateral durante o transplante 265 

das MSCs nos diferentes grupos. Não foi observado sensibilidade dolorosa, aumento de 266 

volume ou de temperatura na região do transplante em nenhum animal. 267 

 268 

Nas análises hematológicas, para a linfócitos, não houve diferença estatística entre 269 

nenhum dos momentos e tampouco observou-se algum valor fora dos valores de 270 

referência.  271 

Para a variável proteína total houve diferença estatística entre os momentos M1 272 

e M60 do Grupo GMO. Porém, ambos os valores de M1 e M60 encontram-se dentro 273 

dos valores de referência, portanto essa diferença estatística não tem significância para o 274 

presente estudo. 275 

   276 
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 277 

Figura 2 - Avaliação da concentração da Proteína Total, durante o delineamento 

experimental, para os grupos: SHAM, GTA (recebeu transplante com MSCs de origem 

do tecido adiposo), GCU (recebeu transplante com MSCs de origem do cordão 

umbilical), GMO (recebeu transplante com MSCs de origem da medula óssea). 

 278 

Para a variável fibrinogênio não houve diferença estatística entre nenhum dos 279 

momentos, porém observa-se aumento ultrapassando os valores de referência no M31 280 

do grupo GMO e no M61 do grupo GCU. No grupo GMO o aumento ocorreu somente 281 

em um animal, enquanto no grupo GCU dois animais apresentaram aumento. Acredita-282 

se que esse aumento trata-se de variação individual pontual ou resposta a fatores 283 

externos ao experimento uma vez que este aumento não se repetiu em outros momentos 284 

experimentais. Quando comparado a sensibilidade e precocidade como marcador, do 285 

fibrinogênio com as PFAs, o mesmo apresentou aumento tardio, visto que começa a 286 

aumentar em 24 horas, enquanto as PFAs começam a aumentar entre 6 e 8 horas. 287 

(Oliveira-Filho et al. 2014) 288 

 289 

M0 M1 M30 M31 M60 M61 M90

SHAM 6,7 7 6,75 6,7 6,525 6,55 6,55

CTA 6,65 6,7 6,55 6,8 6,5 7,075 6,55

CGU 6,4 7 6,5 6,75 6,55 6,95 6,4

CMO 6,8 7,1 6,6 6,7 5,8 6,45 6,15

Min 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8

Max 8,7 8,7 8,7 8,7 8,7 8,7 8,7

5,5
6

6,5
7

7,5
8

8,5

Proteína Total
(5,8 - 8,7 g/dL)

THRALL et. al.,2015

SHAM CTA CGU CMO Min Max
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 290 

Figura 3 - Avaliação da concentração dos Fibrinogênio, durante o delineamento 

experimental, para os grupos: SHAM, GTA (recebeu transplante com MSCs de origem 

do tecido adiposo), GCU (recebeu transplante com MSCs de origem do cordão 

umbilical), GMO (recebeu transplante com MSCs de origem da medula óssea). 

 291 

 Para a variável leucócitos houve diferença estatística entre os momentos M0, 292 

M1, M30 e M60 com o momento M90 do grupo GMO, porém todos os valores de todos 293 

os momentos encontram-se dentro dos valores de normalidade. E os momentos são 294 

muito distantes do M90, logo não caracteriza uma resposta inflamatória ao tratamento 295 

proposto. 296 

Nota-se que no M31 e no M61 houve um aumento na concentração, no grupo 297 

GCU, mas este aumento não encontra-se acima dos valores de referência. Somente foi 298 

observado aumento em dois animais do grupo e esses animais sofreram intercorrências 299 

externas ao tratamento proposto pelo fato de terem sido manipulados por pessoas 300 

externas à equipe de pesquisa. 301 

0

200

400

600

M0 M1 M30 M31 M60 M61 M90

Fibrinogênio
(100 - 400)mg/dL

THRALL et. al.,2015

SHAM GTA GCU GMO Min Máx
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 302 

Figura 4 - Avaliação da concentração dos Leucócitos, durante o delineamento 

experimental, para os grupos: SHAM, GTA (recebeu transplante com MSCs de origem 

do tecido adiposo), GCU (recebeu transplante com MSCs de origem do cordão 

umbilical), GMO (recebeu transplante com MSCs de origem da medula óssea). 
 

 303 

Para a variável Neutrófilos, houve diferença estatística entre o M0 do grupo 304 

SHAM e o M90 do grupo GMO, entre o M30 o grupo SHAM e o M90 o grupo GMO, e 305 

entre os momentos M0, M1, M3, do grupo GMO e o M90 do grupo GMO.  306 

Pode se observar que o valor de M90 do grupo GMO está discretamente 307 

aumentado, porém esse aumento foi observado somente em um animal, portanto trata-se 308 

de uma variação individual. O aumento dos neutrófilos pode estar relacionado a 309 

diversos fatores como processos infecciosos, processos anêmicos, necróticos e 310 

inflamatórios. Também pode ser observado em casos de estresse, ou resposta de fuga e 311 

também por terapia com glicocorticoides (Stockham e Scott, 2011). No presente estudo 312 

trata-se de um momento isolado, e a amostra de sangue analisada foi coletada antes do 313 

transplante celular, portanto, acredita-se que a neutrofilia apresentada não condiz com 314 

um processo inflamatório pós transplante. 315 

  316 

M0 M1 M30 M31 M60 M61 M90

SHAM 6,05 7,25 6,8 6,825 6,725 7,125 6,4

GTA 8,55 8,375 7,975 7,575 8,15 7,925 9,125

GCU 8,4 8,9 8,525 10,425 8,675 10,125 8,425

GMO 7,275 6,775 7,2 8,175 8,15 8,225 11,2

Min 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2

Max 13,9 13,9 13,9 13,9 13,9 13,9 13,9

5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

Leucócitos
(5,2 - 13,9 103/uL)
THRALL et. al.,2015

SHAM GTA GCU GMO Min Max



25 
 

 
 

 317 

Figura 5 - Avaliação da concentração dos Neutrófilos, durante o delineamento 318 

experimental, para os grupos: SHAM, GTA (recebeu transplante com MSCs de origem 319 

do tecido adiposo), GCU (recebeu transplante com MSCs de origem do cordão 320 

umbilical), GMO (recebeu transplante com MSCs de origem da medula óssea).  321 

 322 

Através da análise das bandas dos géis obtidos através da eletroforese, observou-323 

se a presença de três proteínas com massa molecular aproximado de 150 kDa, 80 kDa e 324 

47 kDa, sugerindo a presença de Ceruloplasmina, Transferrina e Haptoglobina, 325 

respectivamente. 326 

Não foi observada nenhuma diferença estatística entre os momentos e os 327 

tratamentos, porém observou-se um pico no M31 nas proteínas ceruloplasmina e 328 

transferrina. Acredita-se que esse pico ocorreu devido a fatores externos ao tratamento, 329 

devido ao fato desse aumento ter sido observado somente em um animal de forma 330 

isolada e também pelo fato do pico ocorrer de foram isolada, ou seja, não se repetir em 331 

outros momentos seguintes a aplicação de MSCs. A transferrina, por ser uma PFA 332 

negativa, quando em resposta a um processo inflamatório, apresentaria diminuição dos 333 

M0 M1 M30 M31 M60 M61 M90

SHAM 3,3 4,475 3,425 3,925 3,7 4,3 3,675

GTA 4,6 3,775 3,875 4,1 3,8 4,325 3,9

GCU 3,825 4,15 3,75 6,1 3,95 5,7 4,1

GMO 3,925 3,6 4,2 4,8 4,275 4,425 6,725

Min 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7

Max 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7

0

1

2

3

4

5

6

7

8

Neutrófilos
(2,7- 6,7 103/uL)

THRALL et. al.,2015

SHAM GTA GCU GMO Min Max
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níveis séricos (Murata, 2004). Fato este não observado no presente estudo visto que os 334 

índices de transferrina se mantiveram, com exceção do M31. 335 

 336 

 337 

Figura 6 – A:Percentuais de elevação dos níveis séricos de ceruloplasmina após 

sucessivos transplantes de MSCs com intervalo de 30 dias. B:Percentuais de elevação 

dos níveis séricos de haptoglobina após sucessivos transplantes de MSCs com intervalo 

de 30 dias. C:Percentuais de elevação dos níveis séricos de transferrina após sucessivos 

transplantes de MSCs com intervalo de 30 dias. 

 

Já para a proteína Haptoglobina, observou-se um pico no M1. Analisando os 338 

animais de forma individual, nota-se que somente um animal apresentou maior expressão 339 

da proteína, portanto trata-se de uma variação individual ou de algum acontecimento 340 

externo ao tratamento proposto pelo estudo. 341 

As PFAs também podem auxiliar a resposta imunológica, inibindo o crescimento 342 

de microrganismos (Jain, 2011) por se ligarem a íons como cobre, no caso da 343 

ceruloplasmina, e o íons ferro no caso da transferrina. Ao se ligarem com esses íons as 344 

PFAs diminuem a disponibilidade desses íons para consumo e consequente crescimento 345 

de microrganismos como bactérias (Murata, 2004). Por esse ponto de vista pode-se 346 
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encarar o aumento das proteínas como uma forma de auxiliar a diminuir a presença de 347 

microrganismos, dessa forma auxiliando na atuação das MSCs. 348 

Murata (2004) descreveu aumento da Hp em equinos, após procedimentos 349 

cirúrgicos, processos inflamatórios experimentais e em doenças naturais. Tendo a proteína 350 

sido um fiel marcador a infecções virais. E em relação a transferrina, descreve que a 351 

mesma pode ter sua concentração diminuída em casos de lesão nos hepatócitos, doença 352 

renal, leucemias e em processos inflamatórios. Já Jain, 1993 descreveu aumento da Ce em 353 

processos inflamatórios, virais e parasitários. As descrições acima não corroboram com os 354 

resultados presentes no estudos, fato este que reforça a hipótese que sucessivos 355 

transplantes de MSCs são seguros e viáveis, independentemente da fonte celular utilizada. 356 

Contudo, estudos clínicos em equinos com enfermidades neurológicas são necessários 357 

para se avaliar a eficácia terapêutica do protocolo de transplante proposto. 358 

 359 

CONCLUSÕES 360 

O protocolo de transplantes intratecal de MSCs alogênicas pela via C1-C2, 361 

mostrou-se seguro e viável. Os três tipos celulares utilizados demostraram serem 362 

seguros para a realização do transplante, indicando que qualquer uma das três fontes 363 

pode ser utilizada. 364 

  365 

 366 
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CAPITULO 3 

 

CONCLUSÕES GERAIS  

 

 

- No presente estudo o transplante celular através do espaço 

subaracnoideo, localizado entre as vertebras C1-C2 mostrou-se seguro 

e aplicável, visto que não foram observados evidências de reações 

adversas após o transplante. 

- Entre os grupos celulares, GCU, GMO e GTA, também não foram 

observadas diferenças que indicassem uma melhor fonte celular para a 

realização dos transplantes. 

- A dose de 50 milhões de células e o protocolo proposto de três 

aplicações com intervalo de 30 dias, também mostrou-se viável e 

seguro. 
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ANEXOS 

Tabela 1 - Valores hematológicos do grupo SHAM 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/Ul g/dL % FL % g/dL % /uL mg/dL 

Min-Max     6,4 – 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

A1 SHAM M0 6,52 11,1 32 49,1 34,7 6,6 20,4 202.000 400 

   M1 6,55 10,8 34 51,9 31,8 6,4 20,2 200.000 400 

    M30 8,2 13,2 38 47,4 34,7 7,8 10,1 218.000 600 

    M31 6,57 11,2 33 50,2 33,9 6,8 20,2 217.000 400 

    M60 6,53 11,2 33 50,5 33,9 6,6 19 217.000 400 

    M61 6,14 10,4 31 50,5 33,5 6,4 19 212.000 600 

    M90 6,18 10,5 32 51,8 32,8 6,4 18,1 196.000 400 

A2 SHAM M0 6,91 11,3 35 50,7 32,3 6,4 19,3 109.000 400 

   M1 7,83 12,8 38 48,5 33,7 7,4 19,3 118.000 200 

    M30 7,18 12,1 35 48,7 34,6 6,4 19,2 199.475 400 

    M31 7,31 12,1 37 50,6 32,7 7,2 19,2 118.675 800 

    M60 7,46 12,4 38 50,9 32,6 6,4 19,2 138.875 400 

    M61 7,07 11,8 34 48,1 34,7 6,2 18,8 110.000 200 

    M90 7,23 11,9 35 48,4 34 6,8 17,9 103.000 400 

A3 SHAM M0 5,27 9 27 51,2 33,3 6,2 18,6 189.000 200 



 
 

 
 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/Ul g/dL % FL % g/dL % /uL mg/dL 

Min-Max     6,4 – 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

   M1 6,96 12 35 50,3 34,3 7,8 18,8 191.000 400 

    M30 6,56 11,5 34 51,8 33,8 7 16,7 170.000 400 

    M31 5,82 10,2 30 51,5 34 6,6 18,6 183.000 400 

   M60 5,92 10,1 30 50,7 33,7 6,6 18 180.000 400 

    M61 5,74 9,8 30 52,3 32,7 6,8 18,1 182.000 400 

    M90 6,1 10,5 31 50,8 33,9 6,8 17,7 152.000 600 

A4 SHAM M0 11,01 17,7 51 46,3 34,7 7,6 18,1 149.000 400 

   M1 8,68 14,2 41 47,2 34,6 6,4 17,9 140.000 200 

    M30 7,78 13 38 48,8 34,2 5,8 17,6 161.000 200 

    M31 8,23 12,7 39 47,4 32,6 6,2 17,3 178.000 400 

    M60 8,58 14,6 42 49 34,8 6,5 17,4 145.000 200 

    M61   15,5 45   34,4 6,8   118.675 200 

    M90 9,3 14,7 42 45,2 35 6,2 16,3 120.000 400 

 



 
 

 
 

 

Tabela 2 - Valores hematológicos do grupo tecido adiposo 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/uL g/dL % FL % g/dL % /uL mg/dL 

Min-Max     6,4 - 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

A5 GTA M0 8,27 11,6 34 41,1 34,1 7 21,7 245.000 400 

   M1 10,28 13,9 41 39,9 33,9 7 21,4 272.000 200 

    M30 9,76 13,1 40 41 32,8 6,4 20,8 174.225 200 

    M31 7,96 10,7 32 40,1 33,4 6,4 20,3 181.800 200 

    M60 8,46 11,16 34 40,2 34,1 6,6 19,6 181.000 200 

    M61   12,9 37   35 7,5   143.925 600 

    M90 8,28 11,9 35 42,3 34 6,4 21,2 182.000 400 

A6 GTA M0 7,18 12,3 36 50,1 34,2 6,2 18,6 138.000 600 

   M1 6,89 11,8 34 49,3 34,7 6,4 18,3 103.000 400 

    M30 7,88 13,2 38 48,2 34,7 6,4 17,8 150.000 200 

    M31 7,1 11,9 36 50,7 33,1 6,4 17,7 183.000 200 

    M60 7,64 12,7 39 51 32,6 6,4 17,9 129.000 400 

    M61 7,8 13,1 38 48,7 34,5 6,6 17,8 115.000 200 

    M90   14,8 40   37 6,8   103.525 400 

A7 GTA M0 6,68 11,8 34 50,9 34,7 6,8 18,5 181.000 400 



 
 

 
 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/uL g/dL % FL % g/dL % /uL mg/dL 

Min-Max     6,4 - 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

   M1 6,93 12,2 36 51,9 33,9 7 19,1 178.000 400 

    M30 7,04 12,6 36 51,1 35 6,8 19,1 209.000 400 

    M31 8,47 12,6 36 42,5 35 7,6       

    M60 7,55 13,8 43 57 32,1 6,8 18,8 184.000 200 

    M61 5,94 12,8 37 53,3 34,6 6,8 18,5 214.000 200 

    M90   15 43   34,9 6,8     200 

A8 GTA M0 5,88 9,5 28 47,6 33,9 6,6 17,9 190.000 800 

   M1 6,68 10,9 3 49,4 33 6,4 17,7 206.000 400 

    M30 6,57 10,5 31 47,2 33,9 6,6 17,7 225.000 200 

    M31 6,81 11,1 33 48,5 33,6 6,8 17,9 187.000 200 

    M60 7,73 12,8 38 49,2 33,7 6,2 17,6 214.000 200 

    M61 7,68 12,6 36 46,9 35 7,4 17,7 197.000 600 

    M90   12,2 35   34,9 6,2     200 

 



 
 

 
 

 

Tabela 3 - Valores hematológicos do grupo medula óssea 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/uL g/dL % FL % g/dL % /uL mg/dL 

Min-Max     6,4 - 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

A9 GMO M0 6,87 11,7 34 49,5 34,4 7,8 17,9 184.000 200 

   M1 7,79 13,3 40 51,3 33,3 7,6 17,8 183.000 200 

    M30 7,8 11,8 38 48,7 31,1 7 16,9 214.000 200 

    M31 6,61 11,8 33 49,9 35,8 7,6 16,9 197.000 800 

    M60 6,38 11,1 33 51,7 33,6 6 16,4 134.000 200 

    M61 7,16 12,7 37 51,7 34,3 6,8 16,7 102.000 400 

    M90 7,17 10,5 31 43,2 33,9 5,8   242.400 200 

A10 GMO M0 6,82 11,1 33 48,4 33,6 6,2 19,7 174.000 400 

   M1 7,48 12,4 38 50,8 32,6 7 19,7 179.000 400 

    M30 7,24 11,8 34 47 34,7 6,4 18,5 235.000 200 

    M31 7,18 12 35 48,7 34,3 6,2 18,5 206.000 400 

    M60 6,52 9,8 38 58,3 25,8 5,6     200 

    M61 7,6 12,9 37 48,7 34,9 5,8 18 188.000 200 

    M90 9,32 13,2 38 41 35 6   257.550 400 

A11 GMO M0 5,91 10,1 30 50,8 33,7 6,8 19 171.000 400 



 
 

 
 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/uL g/dL % FL % g/dL % /uL mg/dL 

Min-Max     6,4 - 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

   M1 5,57 9,5 28 50,3 33,9 6,8 14,4 148.000 400 

    M30 5,75 9,6 29 50,4 33,1 7 17,8 216.000 200 

    M31 5,51 9,8 28 50,8 34,3 7 18,1 192.000 400 

    M60 7,45 12,6 37 49,7 34,1 6 17,5 189.000 200 

    M61 7,42 12,5 36 48,5 35 7,4 17,9 182.000 200 

    M90 9,97 13 39 39,1 33,3 6,6   181.800 200 

A12 GMO M0 6,41 10,9 33 51,5 33 6,4 18,2 223.000 400 

   M1 6,64 11,7 34 51,2 34,4 7 18,3 197.000 600 

    M30 6,44 11 33 51,2 33,3 6 17,7 202.000 200 

    M31 6,39 11,2 33 51,6 33,9 6 17,3 205.000 400 

    M60 6,32 10,9 32 50,6 34,1 5,6 17,8 229.000 600 

    M61 6,61 11,4 34 51,4 33,5 5,8 17,5 215.000 200 

    M90 9,28 12,6 37 39,9 34,1 6,2   244.925 400 

 

 



 
 

 
 

Tabela 4 – Valores hematológicos do grupo cordão umbilical 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/uL g/GL vg% GL % g/GL % uL mg/GL 

Min-Max     6,4 - 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

A13 GCU M0 6,96 11,1 33 47,5 33,6 5,8 19,1 237.350 200 

   M1 6,42 10,3 32 49,8 32,2 6,4 18,8 231.000 400 

    M30 7,04 11,2 33 46,9 33,9 6,4 17,7 237.000 200 

    M31 7,52 12,2 36 47,9 33,9 7 17,9 249.000 400 

    M60 8 12,7 40 50 31,8 6,2 17 198.000 200 

    M61 8,16 13 39 47,8 33,3 6,4 16,8 143.925 600 

    M90 6,29 10,6 31 49,3 34,2 5,6 17,7 173.000 400 

A14 GCU M0 8,42 11,4 33 39,2 34,5 6,8 19,6 366.125 200 

   M1 8,09 11,1 32 39,6 34,7 8,4 20,5 244.925 600 

    M30 6,86 9,9 30 43,7 33 6 18,7 248.000 200 

    M31 7,33 10,7 31 42,3 34,5 6 18,8 189 200 

    M60 7,08 10,7 32 45,2 33,4 6,4 19,8 188.000 400 

    M61 8,64 12,8 37 42,8 34,6 7,4 20,3 214.000 400 

    M90 7,72 11,4 34 44 33,5 6,6 21,1     

A15 GCU M0 6,84 10,9 32 46,8 34,1 6,8 19,2 214.000 400 

   M1 5,93 10,4 30 50,6 34,7 6,8 18,5 227.000 400 



 
 

 
 

Animal  Grupo Momento He HG HT  VCM CHCM PT  RDW Plaquetas Fibrinogênio 

Unidade     106/uL g/GL vg% GL % g/GL % uL mg/GL 

Min-Max     6,4 - 10 11,0-17,0 32-47 39-52 31-35 5,8-8,7 18-22 100000 - 270.000 100 - 400 

    M30 7,09 13,7 36 50,8 38,1 7,2 18 276.000 200 

    M31 7,1 12,4 36 50,7 34,4 7,6 17,8 259.000 200 

    M60 7 12,6 36 51,4 35 7,2 16,9 232.000 200 

    M61 6,83 11 35 51,2 31,4 7 16,9 218.000 400 

    M90 6,6 11,8 34 51,5 34,7 7,2 17,5 153.000 400 

A16 GCU M0 6,97 11,4 33 47,3 34,5 6,2 20,3 178.000 400 

   M1 6,88 11,1 33 48 33,6 6,4 19,9 192.000 200 

    M30 7,42 12,4 33 48,5 34,4 6,4 19,5 215.000 200 

    M31 7,38 11,9 36 48,8 33,1 6,4 19,3 252.000 200 

    M60 7,84 12,9 37 47,2 34,9 6,4 18,6 179.000 200 

    M61 7,68 12 38 49,5 31,6 7 18,7 180.000 600 

    M90 7,43 12,8 37 49,8 34,6 6,2 19,2 142.000 600 

 

 



 
 

 
 

Tabela 5 - Valores de leucograma do grupo SHAM 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x10 6 

/uL  

  

Min 

Max 

    0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 - 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

A1 SHAM M0 0 7,2 0 0 0 4,2 2,3 0,4 0,1 0,2 0 NC 

   M1 0 7,8 0 0 0 4,9 2,3 0,2 0,1 0,3 0 NC 

    M30 0 6,9 0 0 0 4,2 2,2 0,1 0,1 0,3 0 NC 

    M31 0 7,7 0 0 0 4,5 2,6 0,2 0,2 0,2 0 NC 

    M60 0 8 0 0 0 5,3 2,3 0,1 0,1 0,2 0 NC 

    M61 0 7,4 0 0 0 4,4 2,7 0,1 0 0,1 0 NC 

    M90 0 7 0 0 0 4,8 2 0,2 0 0,1 0 NC 

A2 SHAM M0 0 5,1 0 0 0 2,8 1,7 0,3 0,1 0,2 0 NC 

   M1 0 6,7 0 0 0 5 1,7 0 0 0,1 0 DA 

    M30 0 6,3 0 0 0 3,4 2,4 0,2 0,1 0,3 0 NC 

    M31 0 5,6 0 0 0 3,6 1,5 0,3 0 0,3 0 NC 

    M60 0 5,7 0 0 0 3,4 1,9 0,2 0,1 0,1 0 NC 

    M61 0 5,7 0 0 0 3,5 1,8 0,1 0 0,3 0 NC 



 
 

 
 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x10 6 

/uL  

  

Min 

Max 

    0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 - 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

    M90 0 5 0 0 0 2,4 2,7 0,1 0 0,1 0 NC 

A3 SHAM M0 0 5,4 0 0 0 3,1 1,8 0,1 0,1 0,3 0 NC 

   M1 0 6,5 0 0 0 4,3 1,9 0,1 0,1 0,1 0 NC 

    M30 0 6 0 0 0 2,7 1,1 0 0 0 0 NC 

    M31 0 5,9 0 0 0 3,9 1,8 0,1 0 0,2 0 NC 

    M60 0 5,4 0 0 0 2,9 1,7 0 0,1 0,2 0 NC 

    M61 0 6,8 0 0 0 5,1 1,5 0 0,1 0,1 0 NC 

    M90 0 5,6 0 0 0 3,4 1,8 0,2 0 0,1 0 NC 

A4 SHAM M0 0 6,5 0 0 0 3,1 3,1 0,1 0,1 0,2 0 NC 

   M1 0 8 0 0 0 3,7 3,9 0,1 0 0,3 0 NC 

    M30 0 8 0 0 0 3,4 4,3 0 0,1 0,2 0 NC 

    M31 0 8,1 0 0 0 3,7 4,1 0,1 0,1 0,2 0 NC 

    M60 0 7,8 0 0 0 3,2 3,8 0,2 0 0,6 0 F 

    M61 0 8,6 0 0 0 4,2 3,7 0,1 0 0,6 0 C 

    M90 0 8 0 0 0 4,1 3,3 0,4 0,2 0,1 0 NC 



 
 

 
 

Tabela 6 - Valores de leucograma do grupo tecido adiposo 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x106  

/uL 

  

Min 

Max 

    0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 - 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

A5 GTA M0 0 8,9 0 0 0 3,6 5 0,1 0 0,3 0 NC 

   M1 0 10,5 0 0 0 4,3 5 0,4 0 0,7 0 NC 

    M30 0 10,1 0 0 0 3,3 6,2 0,2 0 0,1 0 NC 

    M31 0 9,6 0 0 0 5,8 3,6 0,2 0 0,1 0 NC 

    M60 0 8,7 0 0 0 3,2 4,3 0,9 0,1 0,3 0 NC 

    M61 0 9 0 0 0 4,9 3,2 0,3 0 0,7 0 C 

    M90 0 9,6 0 0 0 4 4,7 0,8 0 0,1 0 NC 

A6 GTA M0 0 9,9 0 0 0 6,1 3,2 0,2 0,1 0,3 0 NC 

   M1 0 8 0 0 0 3,4 3,9 0,3 0 0,4 0 NC 

    M30 0 6,8 0 0 0 3,7 2,2 0,7 0 0,2 0 NC 

    M31 0 7,8 0 0 0 4 3,2 0,3 0,1 0,2 0 NC 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 



 
 

 
 

UN     /100 103/uL                 x106  

/uL 

  

Min 

Max 

    0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 - 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

    M60 0 7,2 0 0 0 2,7 4,1 0,1 0,1 0,1 0 NC 

    M61 0 7,8 0 0 0 4,3 3,2 0,2 0 0,2 0 NC 

    M90 0 6,9 0 0 0 3,1 3,3 0,3 0,1 0,1 0 NC 

A7 GTA M0 0 9,5 0 0 0 5 3,9 0,3 0 0,3 0 NC 

   M1 0 8,8 0 0 0 3,3 5,1 0,1 0 0,4 0 NC 

    M30 0 8,3 0 0 0 4,1 3,7 0,2 0 0,2 0 NC 

    M31 0 7,1 0 0 0 3,6 2,7 0,3 0,3 0,3 0 AF 

    M60 0 9,4 0 0 0 4,6 4,4 0,2 0 0,2 0 NC 

    M61 0 8,4 0 0 0 3,7 4,6 0 0 0,1 0 NC 

    M90 0 10,5 0 0 0 2,9 7,3 0,2 0 0,2 0 NC 

A8 GTA M0 0 5,9 0 0 0 3,7 1,8 0,1 0,1 0,2 0 NC 

   M1 0 6,2 0 0 0 4,1 1,6 0,2 0,1 0,2 0 NC 

    M30 0 6,7 0 0 0 4,4 1,9 0,2 0,1 0 0 NC 

    M31 0 5,8 0 0 0 3 2,3 0,3 0,1 0,1 0 NC 

    M60 0 7,3 0 0 0 4,7 2,6 0 0 0 0 NC 

    M61 0 6,5 0 0 0 4,4 2 0,1 0 0,1 0 NC 

    M90 0 9,5 0 0 0 5,6 2,9 0,3 0,1 0,3 0 NC 



 
 

 
 

 

Tabela 7 - Valores de leucograma do grupo medula óssea 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x106 

/uL 

  

Min Max     0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 - 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

A9 GMO M0 0 7,4 0 0 0 3,8 3 0,1 0,1 0,4 0 NC 

   M1 0 7 0 0 0 3,1 3,2 0,2 0,1 0,4 0 NC 

    M30 0 6,3 0 0 0 2 4,1 0 0 0,2 0 NC 

    M31 0 7,9 0 0 0 3,6 3,7 0,1 0,1 0,4 0 NC 

    M60 0 6,1 0 0 0 3,1 2,8 0,1 0 0,1 0 NC 

    M61 0 8,3 0 0 0 4,9 3,2 0,1 0 0,1 0 NC 

    M90 0 7,4 0 0 0 3,8 3,3 0,1 0,1 0,1 0 NC 

A10 GMO M0 0 8,1 0 0 0 3,9 3,6 0,2 0,2 0,2 0 NC 

   M1 0 6,7 0 0 0 3,2 2,7 0,1 0,1 0,5 0 NC 

    M30 0 7,2 0 0 0 3,7 2,6 0,7 0 0,2 0 NC 

    M31 0 9,7 0 0 0 5,5 3,9 0,2 0,1 0 0 NC 

A11 GMO M0 0 7,6 0 0 0 4,7 2,4 0,2 0,2 0,2 0 NC 

   M1 0 6 0 0 0 3,4 2,2 0,1 0 0,4 0 NC 



 
 

 
 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x106 

/uL 

  

Min Max     0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 - 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

    M30 0 5,6 0 0 0 3 2,2 0,2 0,1 0,2 0 NC 

    M31 0 6,5 0 0 0 4,2 2,1 0,1 0 0,1 0 NC 

    M60 0 5,5 0 0 0 3 2,1 0,2 0 0,2 0 NC 

    M61 0 6,8 0 0 0 3,6 3,1 0,1 0,1 0 0 NC 

    M90 0 8,5 0 0 0 4,1 3,1 0 0,3 1 0 NC 

A12 GMO M0 0 6 0 0 0 3,3 2,2 0,2 0,1 0,2 0 NC 

   M1 0 6 0 0 0 3,4 2,2 0,1 0 0,4 0 NC 

    M30 0 5,6 0 0 0 3 2,2 0,2 0,1 0,2 0 NC 

    M31 0 6,5 0 0 0 4,2 2,1 0,1 0 0,1 0 NC 

    M60 0 5,5 0 0 0 3 2,1 0,2 0 0,2 0 NC 

    M61 0 6,8 0 0 0 3,6 3,1 0,1 0,1 0 0 NC 

    M90 0 8,5 0 0 0 4,1 3,1 0 0,3 1 0 NC 

Nota: Legenda das abreviações da coluna Obs.: Obs.: Observações; NC: Nada Consta; DA: Discreta anisocoria; F: Fibrinogênio 

menor que 200mg/dL; C: Contagem de hemácias e RDW não realizadas; AF: Amostra com fibrina; H: Hematimetria repetida. 



 
 

 
 

Tabela 8 - Valores de leucograma do grupo cordão umbilical 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x106 

/uL 

  

Min Max     0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 – 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

A13 GCU M0 0 6,9 0 0 0 3,3 3,2 0,3 0 0,1 0 NC 

   M1 0 7,8 0 0 0 4 3,6 0 0 0,2 0 NC 

    M30 0 6,9 0 0 0 3,1 3,2 0,3 0 0,3 0 NC 

    M31 0 9 0 0 0 5,9 2,3 0 0 0,8 0 NC 

    M60 0 7 0 0 0 3,5 2,7 0,1 0,1 0,6 0 NC 

    M61 0 6,2 0 0 0 3,5 2,2 0,1 0 0,4 0 NC 

    M90 0 6,5 0 0 0 2,3 3,6 0,5 0 0,1 0 NC 

A14 GCU M0 0 9,7 0 0 0 4,9 4,4 0,1 0,1 0,3 0 NC 

   M1 0 8,7 0 0 0 3,1 4,8 0,2 0,1 0,5 0 NC 

    M30 0 9,2 0 0 0 4,6 4 0 0 0,6 0 NC 

    M31 0 10,6 0 0 0 6,1 3,6 0 0 0,8 0 NC 

    M60 0 9,9 0 0 0 4,3 5,4 0 0 0,2 0 NC 

    M61 0 11 0 0 0 5,6 4,7 0,1 0,1 0,4 0 NC 

    M90 0 11,9 0 0 0 6,7 4,8 0 0 0,5 0 AF 



 
 

 
 

Animal  

 

Grupo Momento Metarrubricitos Leucócitos Mielocitos Metamielócitos Bastonetes Segmentados Linfócitos Eosinófilos Basófilos Monócitos Reticulócitos Obs. 

UN     /100 103/uL                 x106 

/uL 

  

Min Max     0 5,2 - 13,9 0 - 0  0 - 0 0 - 100 2700 – 6700 1700 - 5300 0 - 600 0 - 300 0 -900     

A15 GCU M0 0 8,4 0 0 0 3,7 4 0,4 0 0,3 0 NC 

   M1 0 9 0 0 0 3,4 5,1 0,2 0 0,3 0 NC 

    M30 0 9,5 0 0 0 3,8 5,7 0 0 0 0 H 

    M31 0 9 0 0 0 3,9 5 0 0 0,1 0 NC 

    M60 0 9,2 0 0 0 4 4,7 0,4 0 0,2 0 NC 

    M61 0 9,8 0 0 0 6,1 3 0,3 0 0,4 0 NC 

    M90 0 7,8 0 0 0 3,9 3,4 0,5 0 0,1 0 NC 

A16 GCU M0 0 8,6 0 0 0 3,4 4,7 0 0,1 0,3 0 NC 

   M1 0 10,1 0 0 0 6,1 33 0 0 0,7 0 NC 

    M30 0 8,5 0 0 0 3,5 4,5 0,2 0 0,3 0 F 

    M31 0 13,1 0 0 0 8,5 4,2 0 0 0,4 0 NC 

    M60 0 8,6 0 0 0 4 4,4 0,1 0 0,1 0 NC 

    M61 0 13,5 0 0 0 7,6 4,6 0,1 0,3 0,9 0 NC 

    M90 0 7,5 0 0 0 3,5 3,8 0,2 0 0,1 0 NC 

Nota: Legenda das abreviações da coluna Obs.: Obs.: Observações; NC: Nada Consta; DA: Discreta anisocoria; F: Fibrinogênio 

menor que 200mg/dL; C: Contagem de hemácias e RDW não realizadas; AF: Amostra com fibrina; H: Hematimetria repetida. 



 
 

 
 

Tabela 9 Valores de IOD das proteínas de fase aguda, ceruloplasmina, 

transferrina e Haptoglobina para o grupo SHAM 

Animal  Grupo Momento Ceruloplasmina Transferrina Haptoglobina 

      IOD IOD IOD 

A1 SHAM M0 32,603 174,51 57,76 

    M1 34,457 360,94 127,14 

    M30   211,36 126,27 

    M31 70,646 228,63 135,66 

    M60   108,92 79,954 

    M61 73,634 867,78 153,02 

    M90       

A2 SHAM M0   191,17 268,61 

    M1 169,96 153,39 363,05 

    M30   264,19 198,64 

    M31 13,444 512,39 100,46 

    M60 31,028 290,11 96,72 

    M61   230,21 96,789 

    M90   347,96 229,74 

A3 SHAM M0   148,89 103,82 

    M1   412,84   

    M30   263,21 81,832 

    M31 88,233   81,989 

    M60 131,01 10,708 122,07 

    M61 44,677 356,6 216,82 

    M90 27,267 166,35 173,9 

A4 SHAM M0 25,775 254,75 21,012 

    M1   187,1   

    M30   268,1 94,868 

    M31   247,83 114,69 

    M60 33,667 152,8 129,37 

    M61 25,767 297,31 122,23 

    M90 51,78 424,06 84,002 

 



 
 

 
 

Tabela 10 Valores de IOD das proteínas de fase aguda, ceruloplasmina, 

transferrina e Haptoglobina para o grupo tecido adiposo 

Animal  Grupo Momento Ceruloplasmina Transferrina Haptoglobina 

      IOD IOD IOD 

A5 GTA M0 70,004 611,83 77,634 

    M1 92,25 915,3 146,87 

    M30   227,46   

    M31 87,705 685,11 352,48 

    M60 45,583 493,26 194,8 

    M61 58,58 357,18 257,4 

    M90   250,87 18,128 

A6 GTA M0 91,076 155,5 69,636 

    M1  1042,6 9663,2 

    M30   144,73 158,36 

    M31 22,246 34,902 42,449 

    M60 21,134 323,17 138,61 

    M61   211,96 172,52 

    M90   299,29 184,57 

A7 GTA M0 80,705 772,45 20,103 

    M1   255,22 39,835 

    M30 23,708 255,1 79,999 

    M31 179,42 436,52 57,79 

    M60 43,369 790,54 90,745 

    M61 109,85 180,9 564,91 

    M90 65,738 165,51 300,84 

A8 GTA M0 155,71 142,78 219,82 

    M1 155,29 161,94 257,1 

    M30 74,789 231,3 164,01 

    M31 98,033 171,73 393,51 

    M60 136,81 151,25 453,76 

    M61     251,8 

    M90 45,624 45,45 166,18 

 



 
 

 
 

 

Tabela 11 Valores de IOD das proteínas de fase aguda, ceruloplasmina, 

transferrina e Haptoglobina para o grupo medula óssea 

Animal  Grupo Momento Ceruloplasmina Transferrina Haptoglobina 

      IOD IOD IOD 

A9 GMO M0   75,139 23,445 

    M1 92,391 561,03 929,02 

    M30 567,24 114,73 360,77 

    M31 137,16 63,945 2928,8 

    M60 139,83 487,93 691,28 

    M61 55,676 103,34 27,23 

    M90     131,56 

A10 GMO M0 69,366 1009,5 144,4 

    M1 107,93 77,192 47,591 

    M30 116,29 160,41 79,295 

    M31 670,59 3723,1 287,68 

    M60     44,224 

    M61       

    M90 161,67 98,624 444,64 

A11 GMO M0       

    M1 89,715 19,41 327,61 

    M30   102,29 105,78 

    M31 109,66 202,3 475,86 

    M60 46,221 83,867 969,41 

    M61 61,703 84,219 213,63 

    M90     210,82 

A12 GMO M0 139,44 235,85 400,25 

    M1     194,8 

    M30 100,59 155,28 30,973 

    M31 167,78 202,46 213,48 

    M60 108,66 143,12 367,16 

    M61 100,33 455,53 168,31 

    M90 104,4 471,3 122,35 



 
 

 
 

 

Tabela 12 Valores de IOD das proteínas de fase aguda, ceruloplasmina, 

transferrina e Haptoglobina para o grupo cordão umbilical 

Animal  Grupo Momento Ceruloplasmina Transferrina Haptoglobina 

      IOD IOD IOD 

A13 CU M0 119,39 782,88 171,95 

    M1 45,88 248,68 164,57 

    M30 93,04 1025,5 125,41 

    M31 1018,2 802,61 94,458 

    M60 89,958 390,82 325,57 

    M61 32,94 409,21 197,37 

    M90 47,55 33,526   

A14 GCU M0 31,989 293,6 95,016 

    M1 69,675 663,85 295,16 

    M30 39,709 548,32 206,63 

    M31 50,321   150,53 

    M60 13,351 414,12 135,12 

    M61 51,7   157,72 

    M90 66,717 374,77 147,26 

A15 GCU M0 360,49 1022,4 464,92 

    M1 61,137 576,73 312,33 

    M30   651,99 626,61 

    M31 96,652 900,11 1026,6 

    M60 83,599 1107,1 101,55 

    M61 81,164 1024,5 12,101 

    M90 56,006 770,89 205,25 

A16 GCU M0 57,424 1007 598,72 

    M1 141,42 950,91 219,12 

    M30 123,12 922,08 24,367 

    M31 510,32 342,38 319,55 

    M60   218,44   

    M61 182,43 1125,5 679,8 

    M90 104,06 759,79 10,436 



 
 

 
 

 


