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RESUMO

A Auto-hemoterapia (AHT) consiste na aplicacdo de sangue autélogo por via intramuscular ou
subcutanea com o objetivo de estimular o sistema imunoldgico. E uma técnica antiga com
relatos em todo o mundo, mas com pouco embasamento cientifico tornando seu uso e fungao
guestionaveis. Seus resultados e experiéncias clinicas apontam incremento imunolégico devido
a melhora observada em pacientes com doengas cronicas, auto-imunes e no preventivo de pos-
cirirgicos. Embora pouco comprovado cientificamente, acredita-se que a AHT e seus
subprodutos gerem um aumento na migracdo dos leucdcitos para os 6rgdos, aumentando sua
atividade organica, um aumento na circulacdo periférica de mondcitos e maior produgdo de
macrdfagos tornando-se assim uma terapia que ativa o Sistema Monocitico Fagocitéario. A partir
das diferentes hipdteses sobre a técnica, esse estudo propds caracterizar 0s aspectos
imunoldgicos da AHT em equinos. Para tal, oito animais higidos foram submetidos a trés
sessOes de AHT com intervalos de sete dias com volume de sangue aplicado no musculo de
acordo com o peso de cada animal seguindo o protocolo de 20mL a cada 100kg de peso vivo.
Aspectos celulares e moleculares do sangue periférico dos equinos submetidos 8 AHT foram
avaliados antes (TO) e trés dias (T1,T2 e T3) apds cada aplicacdo da AHT incluindo parametros
clinicos, bioquimicos, hematoldgicos, avaliacdo do perfil fenotipico de linfécitos T (CD3) e B
(CD21), a avaliagdo de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10) intracitoplasméticas e por
fim a atividade fagocitica de neutrdfilos anti-Zimosan. Nossos resultados demonstraram
auséncia de reagdo local ou sistémica nos animais pos-aplicagdo da AHT. Foi observado um
aumento da populagdo de linfécitos T (CD3) nas primeiras semanas de aplicacdo (T1 e T2) e,
por sua vez, diminui¢do da populacdo de células B (CD21) nos trés tempos. Foi observado
aumento da producdo da citocina IFN-y e IL-10 nos trés tempos p6s AHT com consequente
diminuicdo das citocinas IL-6 e IL-8. Por fim, a atividade fagocitica de neutréfilos anti-Zimosan
ndo demonstrou alteracdo durante o estudo. Em sintese os resultados mostraram que a AHT néo
alterou os parametros clinicos e hematolédgicos dos animais; quanto aos aspectos imunoldgicos
pbdde se observar uma pequena alteragdo no “status” da resposta imunolégica levando a uma
resposta inicial mais inflamatoria seguido de uma resposta reguladora tendendo entdo a um
balanco. Considerando os resultados, estudos empregando novos marcadores imunol6gicos
devem ser realizados a fim de trazer maiores subsidios que possam confirmar que a AHT seja

uma técnica com resultados satisfatorios cientificamente.

Palavras-chaves: imunoterapia, imunofenotipagem, modulagdo imunoldgica.
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ABSTRACT

Autohemotherapy (AHT) consists of the application of autologous blood intramuscularly or
subcutaneously in order to stimulate the immune system. It is an old technique with reports all
over the world, but with little scientific background making its use and function questionable.
Its results and clinical experiences indicate an immunological increase due to the improvement
observed in patients with chronic, autoimmune and post-surgical preventive diseases. Although
little scientifically proven, AHT and its byproducts are believed to increase the migration of
leukocytes to the organs, increasing their organic activity, an increase in the peripheral
circulation of monocytes and increased production of macrophages, thus becoming an active
therapy the Monocytic Phagocytic System. From the different hypotheses about the technique,
this study proposed to characterize the immunological aspects of AHT in horses. To do this,
eight healthy animals were submitted to three sessions of AHT with intervals of seven days with
blood volume applied in the muscle according to the weight of each animal following the
protocol of 20mL per 100kg of live weight. Cellular and molecular aspects of the peripheral
blood of horses submitted to AHT were evaluated before (T0) and three days (T1, T2 and T3)
after each application of AHT including clinical, biochemical and hematological parameters,
evaluation of the phenotypic profile of T lymphocytes (CD3) and B (CD21), the evaluation of
intracytoplasmic cytokines (IFN-y, IL-4, IL-6, IL-8 and IL-10) and finally the phagocytic
activity of anti-Zymosan neutrophils. Our results demonstrated a lack of local or systemic
reaction in the animals after AHT application. An increase in the T lymphocyte (CD3)
population was observed in the first weeks of application (T1 and T2) and, in turn, a decrease in
the B cell population (CD21) in the three times. Increased production of cytokine IFN-y and IL-
10 was observed in the three post-AHT times with a consequent decrease in I1L-6 and 1L-8
cytokines. Finally, the phagocytic activity of anti-Zimosan neutrophils showed no change
during the study. In summary the results showed that AHT did not alter the clinical and
hematological parameters of the animals; a small change in the status of the immune response
was observed, leading to a more inflammatory initial response followed by a regulatory
response, tending to a balance. Considering the results, studies using new immunological
markers should be carried out in order to bring more subsidies that can confirm that AHT is a

technique with scientifically feasible results.

Key-words: immunotherapy, immunophenotyping, immunological modulation
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1. INTRODUGCAO

A Auto-hemoterapia (AHT) consiste na aplicacdo de sangue autélogo por via intramuscular ou
subcutanea (Leite, 2008) com o objetivo de estimular o sistema imunolégico (Silva et al., 2009).
Com escassa literatura, a técnica foi relatada inicialmente por Ravault em 1910 quando, em um
registro cientifico, apontou o auto-tratamento em diversas doencas infecciosas como a febre
tifoide, dermatoses, asma, urticéria e estados anafilaticos (Shakman, 1992).

Mettenleitter (1936) observou um efeito estimulante no sistema reticulo endotelial e sistema
nervoso simpatico em seres humanos apds a administracdo de 20 mL de sangue autdgeno, via
intramuscular, no p6s-operatério de um total de 300 cirurgias. Os resultados demonstraram um
incremento as atividades e resisténcia dos 6rgdos prevenindo complica¢fes pulmonares pos-
operatérias. Em seu estudo, Mettenleitter (1936) citou cinco diferentes formas de realizar o
procedimento: injegdo intramuscular de sangue desfibrinado, inje¢do intramuscular de 16 mL de
sangue fresco misturados com 4ml de &gua destilada, injecdo intramuscular de sangue fresco
inalterado, injecdo intravenosa de sangue desfibrinado ou sangue mantido no gelo e injecédo
intradérmica em pequena quantidade (1 ou 2mL de sangue fresco). No paciente humano, até 40
mL podem ser injetados no musculo sem sinais de desconforto.

Apesar de ainda ser baseada em experiéncias pessoais, a técnica tem sido empregada no
tratamento de doencas crbnicas, com pequena resposta a medicamentos ou em afeccdes
recidivantes. Os resultados satisfatorios tém estimulado pesquisas com o intuito de se
comprovar seu efeito. A auséncia de estudos atualizados e cientificamente embasados requer
investigacbes com avaliagdo adequada dos beneficios e riscos associados a préatica da auto-
hemoterapia (Mondo e Carvalho, 2012).

O objetivo deste estudo foi caracterizar as possiveis alteragdes clinicas, hematoldgicas,
bioquimicas e no sistema imune, de equinos higidos submetidos & Auto-Hemoterapia (AHT).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Auto-hemoterapia

A auto-hemoterapia (AHT) é uma pratica terapéutica de baixo custo que consiste na retirada de
sangue por venopuncdo e sua imediata administragdo por via intramuscular ou subcutanea, em
gue o doador e o receptor sdo 0 mesmo individuo (Leite, 2008). Os efeitos benéficos da AHT
envolvem os antigenos presentes no sangue, a producao de anticorpos e a presenca de derivados
de bactérias do foco de infecgdo na corrente sanguinea durante a fase ativa da doenca (Rosenow,
1914;Vadja et al., 1967). Em seu estudo, os pacientes de Moraes e Ota (2017) citaram como
beneficio do tratamento o aumento da disposicdo, aumento na resisténcia a gripes e resfriados,
melhora da circulagdo, melhora da pele e qualidade do sono.

Acredita-se que a AHT promova estimulo proteico inespecifico, ativacdo do sistema imune
devido a degradacdo eritrocitaria e seus produtos (Santin e Brito, 2014). Para Mentteleiter
(1936) e Teixeira (1940), a AHT leva a diminuicdo dos leucdcitos circulantes devido & migracao
leucocitaria para os tecidos e 6rgdos abdominais gerando incremento nas fungbes organicas,
particularmente do figado, acelerando processos de desintoxicacao e secrecdo biliar. Entretanto,
Robbins (1994) e Tizard (2008a) citam estar a diminuicdo leucocitaria relacionada aos produtos
da coagulacdo (fibrinopeptideos e fibrinogénio) e suas acdes no sistema vascular periférico e
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imunoldgico como aumento da permeabilidade vascular, atividade quimiotética de neutrofilos e
estimulo aos macréfagos através do TLR4 (Receptor do tipo toll-4).

Ao redor da pratica da AHT hd uma grande polémica, por ser a técnica considerada um
procedimento terapéutico sem comprovacao cientifica ou sem comprovacao de sua eficacia e
seguranca. Existem apenas estudos clinicos e experiéncias em seres humanos e animais. Desta
forma, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Sociedade Brasileira de
Hematologia e Hemoterapia (SBHH) ndo reconhecem a AHT como préatica hemoterépica. Os
possiveis riscos apontados por estes 6rgaos englobam a falta de material descartavel, higiene
deficiente, além da realizacéo da técnica por pessoal incapacitado (Leite, 2008).

A AHT desempenha papel auxiliar aos tratamentos convencionais. Enquanto os antibi6ticos
inibem a reproducdo dos microorganismos, o sistema imunolégico ativado destréi o agente
infeccioso e diminui os efeitos da infeccdo (Teixeira, 1940). Em relacdo a indicacdo da AHT,
esta também ¢é variada sendo utilizada em casos preventivos de pés-operatorio (Mettenleiter,
1936; Escodro et al., 2012), casos de nédulos, tumores e pdlipos (Thomassian, 2005; Gomes et
al., 2014; Quessada et al., 2014), doencas de pele (Trevisanil, 2015), auxiliar em processos de
cicatrizacdo (Silva et al., 2009) e doencas infecciosas sistémicas como a toxoplasmose (Moura,
2008). Seu uso pode, também, estar associado a outros tratamentos (Cesarino et al., 2008) ou
procedimentos como excisao cirargica (Gomes et al., 2014; Thomassian, 2015).

Embora seja um assunto pouco abordado cientificamente, 0 uso crescente da AHT tem
encorajado autores a pesquisarem sobre a técnica e seus efeitos, tanto na medicina humana
como na veterinaria (Teixeira, 1940; Santin e Brito, 2006; Silva, 2009; Escodro et al., 2012;
Quessada et al., 2014; Gomes et al. 2014; Trevisanil, et al., 2015; Guedes et al., 2016).

Teixeira (1940) apresentou a primeira justificativa plausivel para a agdo da técnica confirmando
as observacOes de Mettenleitter (1936). A partir desse estudo, o autor se tornou referéncia para
0s estudos da AHT. O autor concluiu que o sangue ao ser empregado fora do aparelho
circulatorio, se torna uma substancia completamente diferente para o organismo. Em seu estudo,
Teixeira (1940) induziu a formacdo de uma bolha na coxa dos seus pacientes por meio do uso
de uma substancia irritante, a cantarida. O autor observou 5% de macréfagos, antes da AHT. A
partir da primeira hora, apds a AHT, o percentual aumentou gradativamente alcancando 22%
apos oito horas, mantendo este percentual durante cinco dias, com retorno ao valor basal no
sétimo dia apds a aplicacdo da AHT. Com estes resultados, Teixeira (1940) concluiu que o
sangue, ao ser extraido por puncdo venosa, sofre modificacbes fisico-quimicas devido ao
contato com a seringa tornando-se uma proteina estranha ao ser re-injetado no organismo.

Muller e Petersen (1926) demonstraram ndo haver reducdo na circulacdo de leucécitos, como
descrito por Widal (1921), e sim um aumento dessas células nos 6rgdos abdominais, com
incremento nas funges organicas, particularmente do figado, e aceleragdo dos processos de
desintoxicacdo.

No século seguinte, o médico Luiz Moura observou diminuigdo crescente do nimero de
infeccOes pos-operatdrias em seus pacientes apds o uso da AHT (ABMC, 2007). De acordo com
0 autor, o sangue administrado por via intramuscular é reconhecido pelo organismo como um
corpo estranho. Desta forma, ativaria o Sistema Monocitico Fagocitario (SMF) e levaria a
maior producdo de macréfagos.
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Trevisanil et al. (2015) observaram, em pacientes humanos higidos, 0 aumento do nimero de
monocitos e das imunoglobulinas IgM, IgG e IgE ap6s uma Unica dose de AHT (10mL),
ratificando a sua capacidade em estimular a resposta imunolégica.

Silva et al. (2009) observaram aumento do nimero de leucdcitos séricos em ratos Wistar e uma
cicatrizacdo mais plana e menos aparente da lesdo induzida quando comparada ao grupo nao
desafiado pela AHT.

2.2. Auto-hemoterapia na Medicina Veterinaria

Quessada et al. (2014) relataram um caso de mastocitoma canino com tratamento cirurgico
associado a AHT. Foram utilizados 10mL de sangue (sem anticoagulante), administrados no
musculo glateo, semanalmente durante seis semanas. Os autores observaram regressao
significativa do tamanho das massas desde a primeira semana de aplicacdo e cicatrizacdo de
Ulcera escrotal. Neste trabalho, foi utilizado um tratamento continuo com a AHT, com cinco
meses de duracdo. Borges et al. (2014) observaram efetiva melhora clinica e antecipada
recuperagdo dos cdes com parvovirose, ao utilizarem a AHT como adjuvante ao tratamento
rotineiro da doenca.

Na espécie equina, Thomassian (2005) citou o tratamento do sarcéide equino com a associacdo
do tratamento cirargico a AHT, com volume de 10mL e aplicacdo por via intramuscular, uma
vez por semana, totalizando quatro aplicagdes.

Escodro et al. (2012) apresentaram a AHT aplicada em pontos de acupuntura como efetiva na
substituicdo de protocolos com antiinflamatérios e antibioticos, no pdés-cirdrgico de oito
orquiectomias em cavalos carroceiros, sugerindo a técnica como protocolo para rotinas com
animais carentes. Os autores utilizaram 30mL de sangue total, posteriormente distribuidos em
quatro acupontos, baseados na teoria da medicina chinesa tradicional, com atuacdo no sistema
imunoldgico, distarbios genitourinarios, dor lombossacral, edema e efeitos antiinflamatorios.

Gomes et al. (2014) relataram a AHT como tratamento auxiliar no tratamento de melanocitoma
em ponei. A AHT foi realizada em quatro se¢es semanais, com 80 ml de sangue, em quatro
diferentes sitios de aplicacdo. Os autores relataram a melhora clinica uma semana apds o inicio
da AHT e redugdo de 40% no diametro dos nodulos ap6s quatro semanas de tratamento. Os
resultados hematoldgicos com o uso da AHT, caracterizados por leucocitose com linfocitose,
eosinofilia e monocitose foram sugestivos de ativacdo do sistema imunolégico.

Guedes et al. (2016) obtiveram bons resultados na cura de papilomatose juvenil em potros. O
protocolo de aplicacdo da AHT foi realizado durante trés semanas consecutivas, com 0 uso de
10mL de sangue, no muasculo semitendineo de um paciente de nove meses de idade. Os autores
observaram remissao completa das lesdes vinte dias ap6s o final do tratamento.

2.3. Avaliacbes hematoldgicas e bioquimicas

A hematologia animal tem avangado significativamente. Os métodos e procedimentos
tradicionais vém sendo substituidos por contadores automatizados, proporcionando rapidez e
precisdo aos resultados e maior detalhamento na sua interpretacdo. Apesar disso, ao se
considerar a relevancia econdmica do rebanho equino no Brasil e o contingente de 5.450,601
cabecas (IBGE, 2014), verifica-se um pequeno numero de publicagdes em relacdo a
hematologia equina.
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Os exames laboratoriais, juntamente com o exame clinico e a anamnese, trazem informacdes
necessarias ao veterinario para elaborar o diagndstico, efetuar um correto progndstico e
acompanhar a evolucéao de pacientes em tratamento (Coppo, 1980).

Considerando a importancia do hemograma como exame de rotina na avaliacdo do estado de
salide e no acompanhamento de enfermidades dos animais, busca-se atualmente a obtencédo de
pardmetros hematoldgicos para as ragas equinas nacionais como o numero de hemaécias,
concentracdo de hemoglobina, o volume globular (VG), o volume corpuscular médio (VCM), a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), a amplitude de distribuigdo dos
eritrocitos (RDW), a contagem total de leucécitos, a contagem de plaquetas, a amplitude de
distribuicdo das plaquetas (PDW), o volume plaquetario médio (MPV) e proporcdo de
macroplaquetas (P-LCR). Estes parametros deveriam considerar, além da raca, do sexo e da
idade, as diferencas entre equinos, muares e asininos (Holanda et al., 2013).

Por sua vez, no diagnostico veterinario, o suporte dos exames bioguimicos é também
complementar ao exame clinico, trazendo informacGes importantes nas afec¢bes nefrourinarias
(uréia e creatinina), hepatobiliares (aspartato-aminotransferase (AST), transaminase glutamico
pirivica (ALT), sorbitol desidrogenase (SDH), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase
alcalina (FA)), hematoldgicas e enddcrinas. Auxiliam também na elucidagdo dos sinais clinicos
em processos inflamatorios, infecciosos, metabolicos, imunes, articulares, dentre outros (Coppo
e Mussart, 2000).

Os estudos sobre as andlises bioguimicas em equinos observam os analitos e suas possiveis
varidveis em condi¢des como o exercicio e nas enfermidades, como sindrome célica e alteragGes
musculares (Tadich et al., 1997).

Devido as escassas referéncias para comparacao, frequentemente torna-se dificil a interpretacéo

dos resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos dos equinos. Desta forma, os esfor¢os
nos estudos das andlises laboratoriais sdo intensos a fim de determinar valores de referéncia
levando-se em conta os fatores apontados (Benesi et al., 2009).

2.4. O Sistema Imunoldgico

O Sistema Imunoldgico atua por meio de um conjunto de células, tecidos e 6rgdos com
atividades variadas e integradas, responsaveis por evitar e controlar a entrada de diferentes
patégenos ao organismo. A resposta imune é dividida em resposta imune Inata e Adaptativa
(Murphy et al., 2010; Lopes e Amaral, 2011).

A resposta imune inata realiza o primeiro contato com o patdgeno e atua por meio das barreiras
microbiologica, quimica, mecénica e celular, como os neutrofilos, os macrofagos e as células
Natural Killer (NK). A resposta imune inata esta sempre disponivel para combater uma gama de
patogenos. Ela ndo desenvolve uma linha de resposta especifica e duradoura, o que a diferencia
da resposta imune adaptativa (Lopes e Amaral, 2011). Quando o organismo é invadido pelo
microrganismo, a resposta imune inata atua através da fagocitose, realizada pelos neutréfilos e
macro6fagos, e de sinalizadores inflamatdrios como as citocinas e quimiocinas, que incrementam
a atividade celular local para auxiliar na fagocitose do microorganismo (Lopes e Amaral, 2011).

A resposta imune adaptativa é conhecida por desenvolver uma resposta especifica a um
determinado patdgeno e, desta forma, havera uma resposta duradoura por possuir uma
“memoria” capaz de relembrar o sistema imunoldégico toda vez que este patogeno for
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reconhecido (Murphy et al., 2010). A resposta imune adaptativa também pode ser denominada
especifica ou adquirida. Adquirida por se desenvolver de acordo com os desafios que o
organismo enfrenta ao longo de sua vida (Lopes e Amaral, 2011) e especifica por que
desenvolve uma resposta para cada patdgeno reconhecido. A resposta imune adaptativa trabalha
de duas formas diferentes: a resposta imune celular, regida pelos linfécitos T, e uma resposta
imune humoral, produzida pelos linfécitos B (Murphy et al., 2010).

Para que a resposta ao microorganismo comece ha necessidade do reconhecimento dele pelas
células imunes. Na imunidade inata, o reconhecimento comum é devido a presenca de padrfes
moleculares associados a patéogenos (PAMP’s) como &cidos nucléicos e lipopolissacarideos
presentes na superficie dos microorganismos (virus, bactérias, fungos) que serdo reconhecidos
pelos receptores de reconhecimento padrdo presentes em diferentes células como macréfagos,
neutréfilos, células dendriticas, células endoteliais e epiteliais. Um exemplo de receptor de
reconhecimento padrdo sdo os receptores semelhantes a “Toll” (TLRs) que se encontram na
superficie celular (TLR’s 2, 4 e 5) e reconhecem patogenos extracelulares, que se encontram na
membrana endossdmica (TLR’s 3,7,8 e 9) e se ligam a acidos nucléicos de microorganismos
fagocitados pelas células, e os receptores da familia NLR (NOD — dominio de oligomerizacao
ligador de nucleotideo) que se encontram no citoplasma e reconhecem peptideoglicanos
bacterianos. Para reconhecer 0s microorganismos também existem outros receptores de
reconhecimento padrdo como o0 grupo das Lectinas tipo “C”, os receptores varredores
(scavanger) e os receptores N-formil Met-Leu-Phe. Apds o reconhecimento ocorre uma
sequéncia de eventos intracelulares com recrutamento de proteinas e ativacdo de fatores de
transcri¢do que levam as células, agora ativadas, a produzir citocinas, quimioscinas, moléculas
estimulatérias e moléculas de adesdo epitelial que dardo sequéncia ao combate do
microorganismo (Abbas et al., 2012).

Os linfécitos T sdo divididos em linfécitos T auxiliares e citotdéxicos. Quando ativados, 0s
linfocitos T auxiliares produzem e liberam interleucinas, denominadas citocinas, auxiliares na
diferenciacdo de linfdcitos citotoxicos e linfocitos B. Isto configura uma participacdo dos
linfécitos T auxiliares na resposta imune humoral. Os linfécitos T auxiliares também
potencializam macrofagos e neutrdfilos para fagocitarem microorganismos. Por sua vez, 0s
linfécitos T citotoxicos, reconhecem células infectadas, a exemplo das células tumorais, e
secretam proteinas perforina e granzima, capazes de levar a apoptose da célula opsonizada, e
eliminacdo do microorganismo (Lopes e Amaral, 2011).

Os linfécitos B sdo o0s responsaveis pela resposta humoral ao produzirem anticorpos, as
imunoglobulinas, logo apdés o estimulo pelo reconhecimento antigeno-especifico. Quando
ativados, os linfocitos B se multiplicam formando os plasmocitos, células produtoras de
anticorpos, e as células de memdria. Os anticorpos funcionam de duas maneiras: a partir da
neutralizacdo do microorganismo ou de toxinas e como sinalizadores na marcacdo da célula
alvo para o reconhecimento de macrofagos e neutréfilos que irdo fagocitar e destruir a célula
infectada (Lopes e Amaral, 2011).

Os linfécitos que ndo sofrerem apoptose apo6s a resposta imune serdo integrantes da memaria
imunoldgica, um conjunto de células de memdria que gera uma resposta inflamatdria muito
mais rapida ao segundo contato com o mesmo antigeno (Lopes e Amaral, 2011).

Juntas, as respostas inata e adaptativa fazem parte do conjunto formador de um sistema de
defesa eficaz. Muitas infeccGes sdo combatidas pela resposta imune inata sem causarem
qualquer doenca. Aquelas ndo solucionadas desencadeiam uma resposta imune adaptativa

20



podendo gerar uma meméria imunoldgica duradoura que impedira futuras infec¢des (Murphy et
al., 2010).

2.5. Sistema Monocitico Fagocitario

O Sistema Monocitico Fagocitario (SMF) é constituido por células macrofagicas responsaveis
pela fagocitose, lise e eliminacdo de substancias estranhas, sejam elas vivas ou inertes. O
mondcito é a célula precursora do macr6fago na medula 6ssea. Na circulagcdo, os mondcitos
permanecem durante 24 a 72 horas e, em seguida, deslocam-se para os tecidos corporais,
principalmente pele, peritdnio, pulméo, 0ssos e sinsusoides hepaticos, passando a macréfagos
(Veronesi, 2008; Guimaraes e Gama Filho, 2009).

As principais fungdes do SMF incluem a remogdo de particulas estranhas provenientes do
sangue ou dos tecidos, toxinas e outras substancias toxicas; remocdo de microagregados de
fibrina e prevencdo de coagulacdo intravascular; ingestdo do antigeno, seu processamento e
posterior entrega aos linfécitos. Estas funcdes desempenhadas pelo SMF sdo determinantes para
0 controle e combate a diferentes processos patoldgicos, sejam infecciosos, neoplasicos,
degenerativos ou autoimunes. Os macr6fagos podem ser errantes ou estacionarios (tecidos),
podendo tornar-se livres para migrar e penetrar na regido sede do processo inflamatério
(Veronesi, 2008).

De acordo com Stites et al. (2004), sempre que 0s macréfagos se deparam com mediadores de
inflamacdo ou outros sinais de lesdo tecidual, eles passam por um processo de ativacdo
caracterizado pelo aumento da sua atividade fagocitica, aumento do metabolismo e atividade. O
macréfago ativado tem sua fungdo fagocitica potencializada. Os estimulos & ativagdo dos
macro6fagos sdo inimeros, citando o contato direto ao DNA bacteriano, o contato com particulas
de degradacdo do sistema de coagulacdo sanguinea e o0 contato com algumas citocinas
secretadas por linfdcitos vizinhos.

Os macrofagos ativados estimulam a inflamagdo aguda por meio da liberacdo de citocinas,
removem tecidos mortos e ainda secretam fatores de crescimento. Desta forma, induzem a
formacgdo de tecidos de reparo a partir do estimulo & proliferacdo de fibroblastos, sintese de
colageno e angiogénese (Abbas et al., 2012).

O aumento da producéo de fagdcitos e consequente estimulo ao sistema imunolégico atingem o
objetivo final da auto-hemoterapia. Os melhores resultados contra infec¢des e doencas de dificil
cura sdo alcangados pelo incremento da defesa imunologica do organismo (Moura, 2008).

Os macrofagos sdo responsaveis pela fase inicial do processo de reparacdo de tecidos
lesionados, horas apds a chegada dos neutrofilos no local de inflamacdo. Os neutréfilos
apresentam menor velocidade de resposta, maior habilidade microbicida e possuem diferentes
fungdes, entre realizar a limpeza apds a inflamag&o e ser capaz de ativar a resposta adquirida
(Tizard, 2008a). A principal caracteristica dos macrofagos é a sua capacidade de fagocitar
material estranho, inerte e antigénico assim como debris celulares oriundos da resposta
inflamatdria (Dias et al., 2011).

Através de seus receptores, TLR's e NOD, os macrdfagos conseguem reconhecer bactérias,
virus e antigenos em geral. Depois deste reconhecimento, 0os macrofagos respondem liberando
citocinas, como IL-1, IL-12, IL23 e TNF-o (fator de necrose tumoral [1) que dardo inicio a
resposta mediada pelo macréfago (Tizard, 2008a). Outro produto produzido pelos macréfagos é
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0 6xido nitrico (NO). Porém, somente a populagdo de macrofagos M1 é capaz de produzi-lo e,
desta forma, se relacionam diretamente com a defesa do hospedeiro devido a eficiente
eliminacdo de bactérias, fungos, virus, protozoarios e células tumorais, além de produzirem
citocinas pro-inflamatorias. A populagcdo M2 tem uma funcéo oposta: a de suprimir as respostas
e de produzir citocinas que também suprimam a resposta imunoldgica. As células M1 sdo
requisitadas no inicio da inflamacéo, enquanto as M2 na fase de cicatrizacdo, por promoverem
reparacdo tecidual (Tizard, 2008a).

Os macrdéfagos utilizam glutamina, aminoécido essencial, para a realizagdo da funcéo fagocitica,
citotoxica e metabolica (Leandro et al., 2006). A baixa concentracdo deste aminoacido esta
relacionada com uma diminui¢do na capacidade de apresentar antigenos, producdo de &nion
superdxido e na produgdo de citocinas (Woods et al., 2000).

Os macrofagos atuam em praticamente todas as reagfes imunes (Dias et al., 2011). Esta célula
pode ser isolada do sangue (mondcitos), de 6rgdos linféide-mieldides (bago, timo e rim cefélico)
ou da cavidade peritoneal (Dias et al., 2011).

2.6. Neutrofilos

Os neutrdéfilos correspondem a primeira linha de defesa contra a invasdo de microorganismos.
Sua acdo baseia-se em identificar, fagocitar e destruir bactérias a partir do reconhecimento dos
seus receptores de membrana (receptores de anticorpos (Fc — CD32) e receptores de
complemento (CD35 e CD11b/CD18)) e através dos pseuddpodes de superficie e granulos
intracitoplasmaticos (Appelberg, 2006; Nabity e Ramaiah, 2010).

Os neutrofilos possuem uma variedade de granulos que contribuem para a defesa contra
bactérias, fungos, protozoarios e alguns virus. Esses granulos possuem inlmeras proteinas
responsaveis pela degradacdo de matriz celular bacteriana, componentes da exploséo
respiratdria, proteinas extracelulares para adesdo celular e mediadores inflamatérios. Estas
proteinas sdo armazenadas e liberadas em sequéncia para prevenir alteracBes locais ou
generalizadas nos tecidos. Alguns exemplos de granulos sdo a CD11b/CD18 (adeséo),
mieloperoxidase (migracdo), lactoferrina, lisosima, gelatinase e defensinas que realizam a
destruicdo microbiana (Borregaard et al., 1993; Nabity e Ramaiah, 2010).

A funcdo antimicrobiana dos neutrofilos € um processo de muitas etapas. Para ter acesso ao
pat6geno dentro do foco de infeccdo no tecido, os neutrdfilos devem deixar a circulacdo a partir
de uma sequéncia de fatos. Inicialmente, ocorre a aderéncia dos neutréfilos as celulas
endoteliais a partir das selectinas (L-selectina e D-selectina) e rolamento no tecido epitelial
permitindo o contato e ativacdo dos neutréfilos por quimiocinas (CXCL-8). A finalizacdo do
processo de migracdo pelas integrinas (CD11/CD18) possibilitam aos neutréfilos uma forte
adesdo ao endotélio e, finalmente, ocorre sua invasdo ao tecido por entre as células endoteliais
(Kishimoto e Rothleim, 1994; Walcheck et al., 1996). Todo o processo é regido por um
gradiente quimiotatico que orienta os neutrofilos para alcancar o patdégeno no local onde ha
maior quantidade de quimiotaticos/quimioatrativos como as quimiocinas, fatores de
complemento e peptideos (Foxman et al., 1999).

No local de infeccdo e diante do patégeno, o neutréfilo desempenhara seus mecanismos de
destruicdo de microorganismos. O primeiro processo é a fagocitose. A partir de uma vesicula o
neutréfilo engloba e internaliza as particulas microbianas. Em sequéncia, forma-se o fagossomo
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onde os microorganismos serdo destruidos por enzimas proteoliticas e radicais reativos de
oxigénio (Peyron e Stegmann, 2001).

Sabe-se que o potencial bactericida dos neutrofilos é dividido em dois mecanismos: o
dependente e o independente de oxigénio. O primeiro é também conhecido como Burst
respiratério ou explosdo respiratoria quando ha um rapido consumo de oxigénio e geracdo de
superoxidos (OH) e perdxidos de hidrogénio (H,0,), altamente téxicos para as células e para 0s
microorganismos. O segundo por sua vez desempenha um papel mais importante na destruigdo
dos microorganismos em relacdo aos mecanismos oxidativos. Esse processo ocorre devido a
acdo dos granulos e suas diferentes fungdes como amplo espectro de acdo contra bactérias,
fungos, virus e protozodrios (defensinas); aumento da permeabilidade de membrana de bactérias
Gram-negativas (BPI); degradacdo da parede de bactérias (elastase, lisosima); atividade
bacteriostatica associada ao sequestro de ferro (lactoferrina), entre outros (Lehrer e Ganz, 1990).

Para finalizar todo este processo, apds a fagocitose e destruicdo do microorganismo pelo
neutréfilo, este entra em processo de apoptose e é fagocitado por macréfagos (Weiss et al.,
2010).

2.7. Fagocitose

A fagocitose desenvolvida por células monociticas-fagocitérias é o inicio das atividades
bioldgicas de toda a resposta imunoldgica. E constituida por vérias etapas como aderéncia ao
substrato, quimiotaxia, ingestdo de particulas e producdo de superéxido, entre outros produtos
microbicidas (Brandt et al., 2006).

Apdbs a migracdo da corrente sanguinea para os tecidos, os antes mondcitos agora macro6fagos
sdo atraidos por subprodutos do Sistema Complemento (C5a), por produtos bacterianos, por
alarminas liberadas pelas células e tecidos danificados e também pelas defensinas e outros
peptideos derivados dos neutréfilos (Tizard, 2008a).

A CCL-2, proteina quimiotatica dos macrofagos, é produzida sob influéncia da IL-6 pelos
neutréfilos e células endoteliais ativadas. Os macr6fagos ao realizarem a fagocitose, por meio
de mecanismos oxidativos e ndo-oxidativos, sdo capazes de manter a atividade fagocitica e
depois repeti-la (Tizard, 2008a).

Para melhor penetracdo no tecido lesionado, os macréfagos secretam colagenases, elastases e
geram plasmina, a fim de destruir e reduzir a matriz de tecido conjuntivo local, facilitando sua
penetracdo no tecido (Tizard, 2008a).

2.8. Capacidade fagocitica com o uso do fungo/levedura Saccaromyces cerevisiae
(Zimosan)

O Zimosan é uma substancia derivada da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisae,
sendo constituido predominantemente por cadeias polissacaridicas de alto peso molecular,
principalmente 3-glucana, mananos e chitina (Frasnelli et al., 2005; Jiang, 2013).

O Zimosan vem sendo utilizado em pesquisas relacionadas a resposta imune inata ha mais de
cinquenta anos. Tem sido utilizado na producéo de fatores pro-inflamatdrios, como uma boa
alternativa devido a facilidade e consisténcia das preparacfes e pelo seu nimero limitado de
componentes moleculares o que garante melhor entendimento da resposta gerada (Underhill,
2003; Souza, 2016).
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Segundo Silva et al. (2001), o fungo Sacharomyces cerevisae pode ser marcado por
fluorocromos.

De maneira geral, o Zimosan é utilizado para avaliar a atividade de fagocitos. Para Secombes
(1994) o B-glucano, polissacarideo estrutural de fungos, é o principal estimulador & fagocitose.
O mecanismo da morte das células fingicas esta relacionado a fagocitose e acdo das lisosimas
citoplasmaticas que contém enzimas hidroliticas, fosfatases, f-glucuronidase, proteases, amino
peptidases e lipases (Gross et al., 1999).

2.9. Citocinas

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas secretadas por diversas células do sistema imune
gue possuem um importante papel na comunicacdo celular. Sdo consideradas elementos
fundamentais no controle da resposta imunoldgica, pois regulam a magnitude e definem a
natureza destas respostas ao influenciar no crescimento e diferenciagdo de linfocitos. Elas
exercem seus efeitos nas células a partir da interacdo com receptores de membrana celular que
tém a capacidade de transferir a informacgdo das citocinas ao interior das células. Como o0s
receptores de citocinas tém distribuicdo em um variado nimero de células, uma citocina é capaz
de atuar em qualquer célula que possua receptor para a mesma, sendo, portanto, chamadas de
mediadores pleiotropicos (Vizoni et al., 2008).

O efeito de cada citocina é orientado pelo microambiente tecidual e pela célula portadora do
receptor ativado. O efeito final de cada citocina é influenciado pela sua concentracdo e seus
respectivos receptores sollveis, presenca de outras citocinas, funcionamento de vias
intracelulares de sinalizacdo e transcrigdo nuclear (Meager, 1998). Deste modo, a atividade de
uma citocina reflete o contexto das células em relacdo a diversos fatores o que pode resultar em
efeitos sinérgicos ou antagoénicos (Vizoni et al., 2008).

As citocinas sdo sintetizadas pelos linfécitos T, entre outras células, e sdo mediadores de
processos imunoldgicos que orquestram a diferenciacdo, recrutamento, concentragdo e ativacdo
de células efetoras (Kimber e Dearman, 2002; Holgate, 2002; Faria, et al., 2008).

Os linfocitos T podem ser caracterizados pela sua expressao fenotipica (CD4+, CD8+) ou pelo
perfil de citocinas que predominantemente sintetizam. As citocinas IFN-I1, TNF e IL-2
caracterizam o perfil T1 (Thl e Tcl) enquanto as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 o perfil T2 (Th2
ou Tc2) (Holgate, 2002; Negano et al., 2002; Shirai et al., 2003). O perfil Th1 é estimulado pela
IL-12 e produz IFN-I1"¢e IL-2, enquanto o perfil Th2 é estimulado pela IL-1 associada a IL-4 e
produz IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10. Por fim o perfil Th17 é estimulado pela IL-6 e IL-23 e
produz IL-17 (Tizard, 2008b).

IL-1 e IL-6 possuem um papel priméario em ativar células T. Depois de ativadas, as células T
secretardo outras citocinas, predominantemente IL-2 e IFN-y que induzem respostas de
linfocitos T citoliticos, células NK e fagocitos mononucleares a produzirem IL-1 e TNF-a. As
citocinas do tipo Thl , principalmente IL-2 e IFN-y iniciam a cascata de eventos inflamatérios.
Elas sdo contrabalancadas por citocinas Th2, principalmente, IL-10 e IL-4. IL-1, IL-6 e IFN-y
possuem fungdes inflamatdrias e imunoestimuladoras enquanto IL-4, IL-10 e TGF-B sdo
imunorreguladoras. O balanco entre elas mostra-se critico no desenvolvimento de doencas
(Vizoni et al., 2008).
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A citocina IFN-y é produzida principalmente por linfécitos TCD4 Thl, por algumas células
TCDS8 e por células NK. O IFN-y age nas células B, T, NK e macrofagos. E um mediador
essencial na resposta celular imune mediada e esta relacionado com a indugdo da funcéo efetora
de fagbcitos mononucleares (Vizoni et al., 2008; Tizard, 2008b). O IFN-y promove a
diferenciagdo dos linfocitos com perfil Thl e inibe a diferenciagdo dos linfocitos Th2 ao atuar
nos linfécitos TCD4; promove a diferenciacdo de células B induzindo a mudanca de isotipo
para IgG; possui efeitos na maturacdo dos linfécitos TCD8, e esta relacionado com a severidade
e hiperreatividade de processos patoldgicos (Rebordao et al., 2013).

Produzida por células Th2 ativadas, mastdcitos e basofilos ativados a IL-4 atua nas células B, T,
macrofagos, células endoteliais, fibroblastos e mastécitos. E a citocina responsavel por
estimular o crescimento e a diferenciacdo das células B (Tizard, 2008b). Ela promove a
diferenciagdo das células T CD4 naive em células produtoras de citocinas com perfil Th2 e em
conjunto com a ativacdo do CD40, promove a proliferacdo dos linfécitos B induzindo a
mudanga de isotipo para IgE. A IL-4 possui um efeito inibitorio da produgéo de citocinas pro-
inflamatdrias sendo antagonista do efeito do IFN-y (Golsdby et al., 2001).

A IL-6 é produzida por macrofagos, células T e B, mastécitos, células endoteliais vasculares,
fibroblastos, queratinécitos e células mesangiais, além das células musculares durante o
exercicio. Agem nas células T e B, hepatdcitos e células do cérebro e medula 6ssea (Tizard,
2008b). E uma citocina pleiotrépica com papel central na defesa imunoldgica. Embora
inicialmente ela fosse descrita como citocina inflamatoria, recentemente estudos tem
reconhecido que ela possui propriedades antiinflamatorias e imunossupressoras adicionais (Tilg
etal., 1997).

A citocina IL-8 ou Quimiocina (CXCL8) é produzida em maior parte por macréfagos e em
menor quantidade por células endoteliais, queratindcitos, hepatdcitos e condrdcitos. Como uma
quimiocina, sua principal acdo € o grande estimulo migratdrio para as células do sistema imune,
em especial os neutréfilos e, além de atrai-los o ativa-os ao aumentar seu metabolismo
oxidativo. Possui como estimulos a IL-1, TNF-a e IFN-— (Varella e Forte, 2001; Tizard,
2008b). Juntamente a TNF-o e IL-1, a IL-6 e IL-8 podem ser importantes mediadores de
desnutricdo, febre e outras manifestagdes inflamatérias (Vizoni et al., 2008)

A 1L-10 é uma citocina imunossupressora e anti-inflamatoria. Supressora tanto da inflamacao
quanto das células T, NK e da funcdo dos macréfagos. E produzida, principalmente, pelas
células Th2, mas também pelas células M2, NK e algumas células dendriticas. Tem como alvos
as células Thi, as células B, os macrdfagos, as células NK e os mastdcitos (Tizard, 2008b).

A determinacdo das citocinas em sangue periférico por citometria de fluxo tem a vantagem de
associar o fendtipo dos linfocitos T periféricos (CD3, CD4 e CD8) a citocina por eles produzida
intracelularmente (Rebordéo et al., 2013).

2.10. Citometria de fluxo

A Citometria de Fluxo (CMF) é uma técnica avancada, automatizada e altamente sensivel,
muito util para o estudo do imunofendtipo de células normais e anormais através de analises
multiparamétricas realizadas por um sistema informatico (Hedley e Keeney, 2013). Por meio do
uso de anticorpos monoclonais (AcMo) associados a fluorocromos, um elevado nimero de
particulas em suspensao é analisado em um curto periodo (5.000 células/seg) (Donnenberg e
Donnenberg, 2007; Hedley e Keeney, 2013)
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A Citometria tem apresentado importante aplicacdo no diagndstico, progndstico e tratamento de
doencas. Ela permite realizar o diagndstico morfoldgico e definicdo de estagio de maturacao
celular dos leucécitos devido a sua capacidade de imunofenotipagem (Suérez, et al., 2015).

O citbmetro de fluxo tem como principio basico a avaliacdo célula-célula de uma amostra
através de uma interceptacdo por laser que fard a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas e
estruturais da célula por meio da emissdo da luz (scatter). O Forward scatter (FSC) se relaciona
com o tamanho e o Side Scatte (SSC) se relaciona com a granulosidade da célula. A segunda
avaliacdo deste equipamento se baseia no uso de fluorocromos, previamente aplicados nas
células e quando excitados pelo laser emitem luz de acordo com suas caracteristicas
fluorescentes e sdo utilizados para examinar aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das
células. Esses sinais luminosos sdo filtrados por filtros dpticos a fim de deixar passar somente a
luz de comprimento de onda desejado (Bertho, 2017).

Os fluorocromos sdo substancias fluorescentes que precisam de um determinado comprimento
de onda de luz para serem excitados. Sdo exemplos de fluorocromos Isoticionato de
Fluoresceina (FITC) e Fioeritrina (PE) (Bertho, 2017)

Podem ser empregados para analises de antigenos expressos na membrana, no citoplasma e no
nucleo. Suérez et al. (2015) utilizaram marcadores para antigenos de células em diferenciacéo
celular e para precursores hematopoiéticos. Os autores sugeriram 0 uso de anticorpos contra
antigenos expressados na maioria dos linfécitos T e B, como o anti-CD3 e anti-CD19,
respectivamente.

Observa-se a importancia das associacdes de marcadores para definir com certeza uma linhagem
celular. Por exemplos, na definicdo de linfécitos B, as células devem expressar fortemente o
CD19 em associacdo com 0s antigenos CD79a, CD22 ambos citoplasméticos e 0 CD10 de
membrana. Para esta linhagem, os antigenos CD19 e CD22 séo sensiveis e especificos para
linfécitos B, ao contrario do CD79a que, apesar de apresentar alta sensibilidade, ndo é
absolutamente especifico para esta linhagem (Steller-Stevenson et al., 2006; Sedek et al., 2014).

Para definicdo de linfocitos T as células devem expressar fortemente o CD3 e deve haver
associacdo com pelo menos o antigeno CD2, CD7 ou CD5. Apesar de alta sensibilidade, esses
antigenos nao séo especificos da linhagem T. CD2 e CD7 podem se expressar em percusores
mieldides e CD5 em células B maduras (Craig e Foon, 2008; Finn et al., 2009; Sedek et al.,
2014).

Dependendo do objetivo, outras linhagens podem ser interessantes como o0 MPO, considerado
marcador especifico de linhagem miel6ide, o0 CD14 identifica a linhagem monocitica, CD15 a
granulocitaria. CD71, glicoforina A e CD36 a linha eritroide e os antigenos CD41 e CD42 a
linhagem plaquetéaria (Dong et al., 2011; Biomed et al., 2014). Outro exemplo, é o0 CD64, uma
glicoproteina de membrana expressa, normalmente, na superficie de mondcitos e macréfagos.
Pouco expressa na superficie de neutréfilos ndo ativados e apresentando aumento na sua
expressao a medida que os neutrdfilos sdo estimulados pelas citocinas inflamatérias (Barbosa et
al., 2015).

O CD3 é um conjunto de proteinas na superficie dos linfécitos T e € o componente de
transducgdo do sinal dessas células. Esta diretamente ligado ao TCR (receptor de antigenos do
linfécito T) que apos sua ligagdo ao antigeno, envia um sinal que inicia a resposta do linfécito
T. Por sua vez, 0 CD21 esté presente na superficie de células B e é um receptor de complemento
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(CR2). Esté ligado a capacidade em desenvolver resposta humoral pelo linfécito B uma vez que
é responsavel pela estimulacdo dessas células (Tizard, 2008a).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é uma ferramenta para andlises celulares sendo,
cada vez mais, rotineiramente utilizada em estudos e pesquisas hematopatoldgicas (Rego e
Santos, 2009).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local de realizacdo do experimento e manejo dos animais

Neste trabalho foram utilizados oito equinos oriundos do Hospital Veterinario da UFMG,
situado no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Participaram do estudo quatro
machos e quatro fémeas sendo cinco animais da raca Haflinger e trés sem raga definida, com
idades entre 2 e 4 anos. Todos 0s animais receberam o mesmo trato alimentar, a base de racéo
concentrada (1% peso vivo/dia), feno (3kg/dia) e capim picado, sal mineral e 4gua ad libitum.
Os animais viviam em piquetes individuais.

Para selecdo dos animais, a salde geral foi avaliada por meio de exames fisicos, hematoldgicos
e bioguimicos.

Os animais foram submetidos aos procedimentos experimentais simultaneamente. Todos os
procedimentos descritos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal
CEUA — UFMG, sob protocolo No. 351/2017 (Anexo ).

3.2. Avaliacéo de parametros clinicos dos animais submetidos 8 AHT

Os exames fisicos foram realizados por um mesmo avaliador, antes do inicio do experimento e,
durante a coleta de dados diariamente a fim de se acompanhar o estado geral do animal. O
exame fisico foi constituido de inspecdo; mensuracdo dos indices paramétricos: temperatura
corporal ('C), tempo de preenchimento capilar (TPC; em segundos), frequéncia cardiaca
(batimentos por minuto), frequéncia respiratéria (movimentos por minuto) e pulso (pulsacdes
por minuto); avaliacdo das mucosas e linfonodos; auscultacdo dos focos cardiacos e
respiratdrios e auscultacdo abdominal (Anexo I1).

A inspecdo é a avaliagdo visual do animal de frente, de trds e também dos lados direito e
esquerdo. O avaliador verificou o comportamento, a postura, o escore corporal, a condicdo
fisica e as anormalidades anatbmicas. Foram avaliadas a coloragdo e a integridade das mucosas
oral, nasal, ocular e vulvar (no caso de fémeas).

Por meio da palpagdo, foram examinados os linfonodos submandibular, retrofaringeo,
parotideo, cervical superficial e subiliaco.

A auscultacdo foi realizada com o auxilio de um estetoscopio. A auscultacdo cardiaca foi
avaliada do lado esquerdo e direito, onde se quantificou a frequéncia cardiaca e se observou a
qualidade e timbre do som nos focos de auscultacdo cardiaca (Pulmonar, Adrtico, Mitral e
Triclspide).

A auscultacdo respiratdria foi dividida em traqueal, traqueo-brénquica e bronco-bronquiolar
com focos de auscultacdo na porgdo ventral do pescoco, e nos 16°, 14°, 11° e 8° espacos
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intercostais, onde se quantificou a frequéncia respiratoria (movimentos por minutos — mpm) e se
observou a qualidade do ruido respiratdrio.

A auscultacdo abdominal foi realizada em quadrantes (ventrais e dorsais dos lados direito e
esquerdo), onde se quantificou o nimero de borborigmos intestinais em cada foco de
auscultacdo além da qualidade destes sons.

3.3. Procedimento da Auto-hemoterapia (AHT)

A AHT foi realizada em trés aplica¢Ges por animal, a intervalos de uma semana entre elas (Fig.
1). O sangue foi coletado por venopungéo da jugular com agulha 40 x 1,12 e seringa de 20mL
apos prévia antissepsia cuidadosa do local com alcool 70%.

O volume do sangue total aplicado foi calculado de acordo com o peso do animal (20mL de
sangue/100 kg peso vivo). O peso médio dos animais foi de 300,1+50,53kg e 0 volume médio
de AHT aplicado foi 59,75+10,95mL.

Foi respeitado o volume maximo de 20mL de sangue total (sem uso de anticoagulante) por
aplicacdo intramuscular em cada sitio de aplicacdo com uso de agulha 30 x 0,08, seringa de
20mL e apos prévia antissepsia cuidadosa do local com alcool 70%. Desta maneira, quatro sitios
foram selecionados: musculos serratil ventral (musculatura do pescoco lados direito e esquerdo)
e musculos semitendineo e semimembranoso (musculatura medial da coxa lados direito e
esquerdo) devido a sua indicacdo farmacologica.

3.4. Coleta de amostras para analises no estudo

Para a realizacdo dos protocolos experimentais descritos a seguir foram coletadas amostras de
sangue periférico, por venopunc¢do da jugular de cada animal sendo um tubo de 5mL com
EDTA, um de 9mL sem anticoagulante e um de 9mL contendo heparina sddica. Para obtencédo
dos valores basais dos animais (T0), a primeira amostra foi coletada no dia anterior a realizacéo
da primeira aplicacdo de AHT. As demais amostras (T1, T2 e T3) foram obtidas trés dias apés a
realizacdo da AHT em cada semana (Fig. 1).
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Figura 1: Cronograma de coleta de amostras e aplicacdo da Autohemoterapia (AHT) em equinos
higidos.

3.5. Analises dos parametros bioquimicos dos animais submetidos a AHT

Para obtengdo das amostras para anélises bioquimicas, foram coletados 9mL de sangue por
venopuncao da jugular com sistema em vacuo com tubo sem anticoagulante e centrifugados® a
2500rpm, por 10 minutos. O soro foi separado em flaconetes e armazenado a -20°C para
posterior avaliagdo.

As analises foram realizadas em analisador bioquimico automatico?, a partir de amostras
coletadas nos tempos TO, T1,T2 e T3. Os analitos foram mensurados por meio de Kits
comerciais® utilizando metodologia descrita na bula.

O perfil hepético incluiu a mensuragdo das concentracGes séricas de: aspartato-aminotransferase
(AST), transaminase-glutamico-pirdvica (ALT), gama-glutamiltransferase (GGT) e fosfatase
alcalina (FA). Mensurou-se ainda as concentracfes séricas da proteina total (PPT) e albumina
(ALB). O perfil renal foi baseada na avaliacdo sérica das concentragdes de uréia (URE) e
creatinina (CREAT).

! Combate, CELM®
2 COBAS MIRA PLUS ROCHE®
% Biotécnica
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As concentragdes de globulina (GLO) foram obtidas a partir da diferenga entre os valores da
proteina total (PPT) e albumina (ALB).

A concentragdo plasmatica de fibrinogénio (FIB) foi mensurada a partir das amostras oriundas
dos tubos com EDTA. Dois capilares contendo cada amostra foram centrifugados® a 2500 rpm
por cinco minutos. Um dos capilares foi utilizado para a avaliacdo da proteina plasmatica total e
outro colocado em banho Maria a 56°C, por trés minutos, para desnaturacdo do fibrinogénio e
novamente centrifugado a 2500rpm por cinco minutos. A concentragdo plasmatica do
fibrinogénio foi adquirida a partir da diferenca entre os valores obtidos nas leituras dos dois
capilares, no refratbmetro de Brix.

3.6. Avaliacdo dos parametros hematoldgicos dos animais submetidos a AHT

Para obtengdo das amostras para as analises hematoldgicas, foram coletados 9 mL de sangue por
venopuncdo da jugular com sistema em vacuo com tubo com EDTA. As andlises foram
realizadas por meio do contador hematolégico automatico® e incluiram a contagem total de
hemécias, 0 hematocrito, a concentracdo de hemoglobina, valores de volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), a concentracdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM), a contagem total de leucdécitos e o numero total de plaguetas nos tempos TO,
T1, T2 e T3. Para contagem do diferencial celular, foram realizadas extensdes sanguineas de
cada amostra, logo ap6s a coleta, corados pela técnica de Romanovisk® e a leitura realizada em
microscopia de luz. Foram contadas 100 células por lamina e obtidos os valores percentuais das
populagdes de linfécitos, neutréfilos (segmentados e bastonetes) mondcitos, eosinodfilos e
basdfilos. Foi realizada a citomorfologia das células através da identificagdo de linfocitos
reativos, mondcitos ativados, neutrofilos hipersegmentados e macroplaquetas.

3.7. Avaliacdo do perfil de linfécitos T e B através de expressdo de marcadores de
superficie celular (CD3* e CD21%) empregando a citometria de fluxo

Foram coletados 1mL de sangue em tubo contendo EDTA, utilizados para o protocolo.
Amostras de 50 L foram distribuidas em trés tubos conicos de poliestireno’ de 5mL: tubo 1,
“Branco” (controle/sem anticorpo), tubo 2, “Célula B” contendo 3 pL. de CD21(FITC) e o tubo
3 “Célula T” contendo 2 puL de CD3 (A647) (Figura 2). O anticorpo anti-CD3 apresenta
marcagdo intracitoplasmatica. Desta maneira, as células do tubo 3 foram primeiramente
submetidas a fixacdo e posteriormente & permeabilizacdo (conforme recomendagdo do
fabricante). Para fixacdo, foram adicionados 2mL de solucdo de Lise (FACS LISYING
SOLUTION — BECTON DICKINSON) diluida dez vezes em &gua destilada, sob agitacdo
intensa no vortex, aguardando sete minutos e em seguida as amostras foram centrifugadas a
1500rpm, por sete minutos a 18°C. Em seguida, os sobrenadantes foram desprezados e foi
adicionado 2mL de PBS-P (PBS contendo 0,5% BSA, 0,5% saponina e 0,1% de azida sddica) e
incubados por 10 minutos para permeabilizacdo. Logo apds, as amostras foram centrifugadas a
1500rpm, a temperatura ambiente por sete minutos. As células foram ressuspendidas
suavemente e finalmente as amostras do tubo 3 estavam prontas para adicionar os 3uL do
anticorpo anti-CD3 A647.

* DS Diagnostica

> ADVIA 60®, HEMATOLOGY SYSTEM BAYER
® Panético®

" FALCON®, Becton Dickinson PA
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Marcador Hospedeiro Alvo Fluorocromo Clone

Anti-CD3 Rato Humano A647 UCHT1

Anti-CD21 Rato Cavalo FITC CVS36

Figura 2: Anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de avaliacdo de linfocitos do sangue
periférico de equinos higidos submetidos a Auto-hemoterapia (AHT).

No momento da marcagdo, os anticorpos anti-CD3 (A647) e anti-CD21 (FITC) foram
adicionados em cada tubo e foram incubados por 30 minutos sob abrigo da luz em temperatura
ambiente.

Posteriormente & incubacdo, nos tubos 1 e 2 foi acrescido 2mL de solucdo de lise previamente
diluida dez vezes em agua destilada, sob intensa agitagdo em vortex e no tubo 3 foram
adicionados 2mL de PBS (0,15m, PH 7.2) sob agitagdo suave em vdrtex. Ap6s cinco minutos
de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 1500rpm, por sete minutos a 18°C. Ap0s
descartar o sobrenadante, em todos os tubos foram adicionados 2mL de PBS e novamente
centrifugados a 1500rpm, por sete minutos a 18°C. Finalmente, o sobrenadante foi desprezado,
as células ressuspendidas suavemente em vortex e fixadas com 200 pL de solucéo fixadora para
citometria — MaxFacsFix (MFF) (10,0g/L de paraformaldeido, 10,2g/L de cacodilato de sédio e
6,65¢/L de cloreto de sddio, pH 7.2). Logo em seguida, 0s tubos foram levados para aquisi¢cdo
dos dados empregando o citémetro de fluxo® e um total de 30.000 eventos foram avaliados (Fig.
3). Em todos os experimentos, foram analisados para cada amostra os controles (tubo 1
“Branco”) das reacgdes, que sdo importantes para avaliacdo da qualidade do perfil celular e
detecgdes de eventual ocorréncia de fluorescéncias inespecificas.

8 FACSCalibur, Becton Dickson, BD, E.U.A.
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Figura 3:  Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de linfécitos T

CD3* e linfécitos B CD21* no sangue periférico de equinos higidos submetidos a
Auto-Hemoterapia. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado
para selecdo da populacdo celular de interesse — R1 (linfdcitos). (B) Gréafico de
distribuicdo pontual CD3/A647 versus SSC contendo as células selecionadas da
regido R1, empregado para quantificar o percentual de linfécitos T CD3*. (C)
Gréfico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para selecdo da
populagdo celular de interesse — R1 (linfocitos). (D) Gréafico de distribuicdo pontual
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Células B/FITC versus SSC contendo as células selecionadas da regido R1,
empregado para quantificar o percentual de linfécitos B CD21".

3.7.1. Avaliacéo do perfil de expressao de citocinas intracelulares em linfocitos

Inicialmente, apds a contagem do valor global de leucdcitos pelos hemogramas, foram
calculados os ajustes necessarios para obtencdo de preparacdes celulares com 5 x 10°
leucdcitos/mL, a partir das amostras coletadas em tubos com heparina sodica.

Apbés a obtencdo das amostras celulares, estas foram transferidas para dois tubos de
polipropileno® de 15mL, um para Cultura Controle (CC) e outro para a cultura estimulada (CE).
Os tubos CC receberam o volume em sangue (contendo 5 x 10° leucécitos), 10 pL de
Brefeldina A (BFA)™ (1Img/mL) e o volume restante com meio RPMI para completar o volume
final total de 1mL. O tubo CE recebeu o volume calculado em sangue, 25 pL de PMA®, 1 pL
de lonomicina’®, 10 puL de BFA e o volume restante com meio RPMI até completar o volume
final total de 1mL.

Apo6s incubacdo por quatro horas em estufa (5% CO2, 37°C) foi acrescentado 110 pL da
solugdo de EDTA 20 mM™. Apés 15 minutos, foram adicionados 4mL de solugéo de lise para
eritrdcitos, sob agitacdo intensa em vortex e a incubagdo seguiu por mais 10 minutos ao abrigo
da luz & temperatura ambiente. Ap6s incubacdo as amostras foram centrifugadas por 1500rpm,
7 minutos, 18°C, os sobrenadantes foram descartados e as células ressuspendidas em vortex
suave. Foram adicionados 3mL de solucdo permeabilizante PSP-P anteriormente a mais uma
incubacdo por 10 minutos sob abrigo da luz & temperatura ambiente. Apds esta etapa as
amostras foram centrifugadas a 1500rpm por 7 minutos a 18°C, sobrenadantes descartados e as
células foram ressuspendidas com 350uL de PBS-P e submetidas a marcagdo intracelular. Foi
empregado em placas de 96 pocos em fundo em U e os anticorpos monoclonais anti-citocinas
humanas e bovinas conjugadas com Ficoeritrina (Fig. 4). Foi adicionado 50 pL da suspensao
celular em cada poco, o qual ja continha 10uL de anticorpo anti-citocina previamente diluido
dez vezes em PBS-P.

Ap0s a transferéncia para a placa e incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente, sob
abrigo da luz, foram adicionados 150uL de PBS-P homogeneizados levemente em vortex. As
amostras foram centrifugadas com 1500rpm, por sete minutos a 18°C, o0s sobrenadantes
descartados e as células ressuspendidas e levemente agitadas em vortex. Logo ap6s, foram
adicionados 200uL de PBS-W (solugdo salina tamponada com fosfato PBS = 0,15M, 8g/L de
NaCl, 2g/L de KCL, 2g/L de KH,PO, e 1,15¢/L de Na,HPO,, pH 7,2 com 0,5% de albumina
bovina sérica (BSA) e 0,1% de azida sodica) gelado, células homogeneizadas levemente em
voértex antes de serem centrifugadas a 1500rpm, por sete minutos a 18°C. Os sobrenadantes
foram desprezados e finalmente foram adicionados 200uL de solugéo fixadora para citometria
MFF para posterior leitura de 20.000 eventos no citdmetro de fluxo (Fig. 5 e 6).

® Falcon®, Becton Dickinson
19 Sigma, E.U.A.
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Marcador Hospedeiro Clone Fluorocromo A\\Yol

Anti-IFN-y  Camundongo CC302 PE Bovino
Anti IL-6 Rato MQ2-13A5 PE Humano
Anti IL-8 Mouse G265-8 PE Humano
Anti-1L-4 Camundongo CC03 PE Bovino
Anti-1L-10 Rato JES316T3 PE Humano

Figura 4: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de avaliacdo do perfil de
expressao de citocinas intracelulares em linfocitos de equinos.
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Figura 5:

10K = LK =

200 = 200

@
=
=]
1
@
=1
=)
1

IL-8 PE
2,83

e
=
=]

1

s

r=}

t=)
1

S5C-H :: SSC-Height
SSC-H 11 S5C-Height

200 — G 200 J
q Lymphocytes 4

57.6

Sy T T T
o 200 400 GO0 800  LOK 10° 10 10° 103 10}
FSC-H - FSC-Height FLZ2-H :: IL-8 PE

Sequéncia de procedimentos para quantificar o porcentual de linfécitos T/IFN—y™,
linfécitos T/IL-6* e linfocitos T/IL-8" na cultura do sangue total de equinos
submetidos a Auto-hemoterapia. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus
SSC utilizado para a selecdo da populacdo celular de interesse. (B) Gréafico de
distribuicdo pontual IFN-y PE/FL2 versus SSC contendo as células na regido
selecionada, empregado para quantificar o percentual de linfocitos T/IFN-y* em
cultura estimulada com PMA.. (C) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus SSC
utilizado para a selecdo da populagdo celular de interesse. (D) Gréfico de
distribuicdo pontual IL-6 PE/FL2 versus SSC contendo as células na regido
selecionada, empregado para quantificar o percentual de linfocitos T/IL-6" em
cultura estimulada com PMA. (E) Gréfico de distribuicdo pontual FSC versus SSC
utilizado para a selecdo da populacdo celular de interesse. (F) Gréfico de distribuigdo
pontual IL-8 PE/FL2 versus SSC contendo as células na regido selecionada,
empregado para quantificar o percentual de linfocitos T/IL-8" em cultura estimulada
com PMA.
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Sequéncia de procedimentos para quantificar o porcentual de linfocitos T/IL-4* e
linfécitos T/IL-10* na cultura do sangue total de equinos submetidos a Auto-
hemoterapia. (A) Gréafico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a
selecdo da populacdo celular de interesse. (B) Gréafico de distribuicdo pontual IL-4
PE/FL2 versus SSC contendo as células na regido selecionada, empregado para
guantificar o percentual de linfécitos T/IL-4* em cultura estimulada com PMA (C)
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Gréfico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a selecdo da
populacdo celular de interesse. (D) Grafico de distribuicdo pontual IL-10 PE/FL2
versus SSC contendo as células na regido selecionada, empregado para quantificar o
percentual de linfocitos T/IL-10" em cultura estimulada com PMA.

3.8. Ensaios de fagocitose de Zimosan por neutréfilos do sangue periférico
3.8.1. Obtencédo do Zimosan

O Zimozan A é obtido da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. Para preparagdo
do Zimosan®, 100mg deste foram adicionados em tubo Falcon de 50mL e diluido em 5mL de
tampdo fosfato salino PBS 0,015M, pH 7,4 - PBS (Sigma, E.U.A) e submetido a aquecimento
de 90°C em estufa'? por 30minutos. A suspensdo foi submetida a centrifugacéo® a 11 g, 25°C,
durante dois minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 20mL de
PBS. Posteriormente, a solugdo foi armazenada em freezer -80°C* em aliquotas de 1mL na
concentracdo de 80mg/mL.

3.8.2. Marcacéo do Zimosan

Para marcacdo do Zimosan, foi obtida uma aliquota de 300uL contendo 200 x 10°
particulas/mL que foi transferida para um flaconete de 2mL com fundo c6nico. Foram
acrescentados 15uL de AlexaFltor 647 (A647) (1mg/mL) e incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds a incubacéo, foi realizada etapa de lavagem com 2mL de PBS e
submetido a centrifugacdo em 5000 rpm (1844 @) durante sete minutos a 18°C. Posteriormente
0 sobrenadante foi descartado e a aliquota ressuspendida em vortex e lavado novamente nas
mesmas condicBes descritas anteriormente por duas vezes. Ap6s a segunda lavagem foi
descartado o sobrenadante, as particulas foram ressuspendidas em PBS de forma a obter uma
concentracdo de 125 x 10° particulas/ml. Uma aliquota de 10ul acrescida de 300ul de PBS foi
preparada para avaliacdo da marcacdo em citdmetro de fluxo a fim de se avaliar a intensidade de
fluorescéncia apresentada pelos Zimosan marcados com A647.

Ap0s definida a concentracéo, a aliquota foi envolvida em papel aluminio para evitar exposicéo
a luz e acondicionada em geladeira (8°C). Esta aliquota foi utilizada durante todo o
experimento com o volume de 20 pL contendo 2,5 x 10° particulas totais (0,5particula/l
leucécito).

3.8.3. Avaliacdo da fagocitose de Zimosan por neutrofilos

Inicialmente, apds a contagem do valor global de leucdcitos pelos hemogramas, foram
calculados os ajustes necessarios para obtencdo de preparacles celulares com 5 x 10°
leucdcitos/mL, a partir das amostras coletadas em tubos com heparina sodica.

n Sigma- Aldrich

2 Thelco Model 17, Precision Scientific OS, Bufalo,NY,EUA

B Beckman,Model J-6B, EUA

' Ultra Low Temperature Freezer, Eppendorf, New Brunswick Scientific, Hauppauge, NY, EUA
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Posteriormente, o sangue coletado foi transferido para dois tubos conicos de polipropileno de
15mL, sendo um tubo controle e um para fagocitose. Nos tubos controle foi adicionado ao
volume de sangue RPMI até alcancar o volume total de 1mL. Nos tubos de fagocitose foram
adicionados 20pL de Zimosan e meio RPMI até alcancar o volume final total de 1mL. Com uma
hora de incubacdo, 10uL foram retirados das amostras para realizacdo de laminas
posteriormente coradas pela técnica de Romanovisk (Fig.7). Ap6s incubacdo por duas horas
(37°C e 5% CO2) as amostras foram centrifugadas a 1500rpm, por sete minutos a 18°C. Depois
de retirado o sobrenadante as amostras foram ressuspendidas e agitadas levemente em vdrtex.
Logo apds foi realizada a lise, acrescentando 3mL de solugdo de lise sob agitacdo em vortex.
Apbs dez minutos de incubacdo em temperatura ambiente, as amostras foram novamente
centrifugadas a 1500rpm, por sete minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado, células ressuspendidas em 3mL de PBS e homogenizadas suavemente em
vortex. As amostras foram novamente centrifugadas a 1500rpm, sete minutos em temperatura
ambiente e ap6s descartar o sobrenadante, as células foram ressuspendidas e agitadas levemente
em vortex e, finalmente, foram adicionados 300uL de solugdo fixadora para citometria — MFF
para leitura de 50.000 eventos em citdmetro de fluxo (Fig. 8).

Figura7: Léaminas de esfregago sanguineo em equinos higidos submetidos & Auto-
Hemoterapia ap6s uma hora de cultura de sangue total com Zimosan, este em
processo de fagocitose pelos neutréfilos. (A) Aproximagdo dos neutrofilos e
internalizacdo das particulas de Zimosan. (B) Emissdo de pseuddépodes pelos
neutréfilos na captura de particulas de Zimosan. Seta: neutrofilos fagocitando
particulas de Zimosan.
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Figura8: Sequéncia de  procedimentos para  quantificar o  porcentual de
neutréfilos/Zimosan+ na cultura de sangue total de equinos higidos submetidos a
Auto-hemoterapia. (A) Grafico de distribuigdo pontual FSC versus SSC utilizado
para a selecdo da populacdo de neutréfilos. (B) Grafico de distribuicdo pontual
Zimosan A647/FL4 versus SSC contendo as células na regido selecionada,
empregado para quantificar o porcentual de Neutréfilos/Zimosan®

3.9. Analise Estatistica

O estudo foi delineado em blocos ao acaso sendo 0s blocos (8 animais) e o tempo sendo o fator
considerado tratamento (4 tempos). A andlise de consisténcia dos dados foi realizada por meio
do software Microsoft Excel®. As avaliagdes descritivas e testes estatisticos foram realizados
por meio do software SAS 9.4 (SAS Institute, 2014). A normalidade e homocedasticidade dos
residuos foram avaliadas. Para as varidveis que seguiram analise paramétrica o teste de F foi
realizado. Ja as variaveis que seguiram analise ndo paramétrica, o efeito de tempo foi avaliado
por meio do teste de Friedman. As comparacdes entre tratamentos para as variaveis que
apresentaram efeito significativo de tempo foram realizadas por meio do teste de Tukey ou
Wilcoxon, para varidveis paramétricas e nao paramétricas, respectivamente. O erro tipo |
maximo considerado para significancia estatistica foi igual a 5%.
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4. RESULTADOS
4. 1. Parametros clinicos dos equinos submetidos a AHT

Os animais apresentaram peso médio (300,00£51,53kg), em bom estado geral e condicdo
corporal. Ndo se observou aumento de volume, sensibilidade a palpacéo, calor, crepitacdo ou
edema, nos pontos de aplicagdo em nenhum dos animais durante a realizacdo do experimento.

Os valores médios dos indices paramétricos estudados estdo descritos na Tabela 1. Nao foram
observadas alteracBes (p>0,05) nos valores médios da frequéncia respiratoria, do tempo de
preenchimento capilar (TPC) e da temperatura retal, nos diferentes tempos pds-AHT, quando
comparados ao TO. Os animais apresentaram TPC < 2 segundos em todas as avaliagdes, estando
dentro do padrdo referencial para a espécie equina (Speirs, 1997).

Tabela 1: Valores médios (x + s) dos indices paramétricos, de acordo com o tempo, em equinos
submetidos a auto-hemoterapia (AHT)

AHT

Indice paramétrico TO T1 T2 T3
Batimento 43.13 39.0% 39.73 426
cardiaco (bpm) (6.0) (+4.4) (£3.7) (#5.1)
Frequéncia

respiratoria 26.5 25.63 24.8 26.26
(mpm) (£7.4) (+6.8) (£5.6) (£5.9)
Tempo de

preenchimento <2 <? <?2 <2
capilar (TPC) - a - -
Tempeoratura 37.79 37.49 37.38 37.47
Retal ("C) (+0.3) (+0.5) (£0.4) (£0.3)

Médias + desvio padrdo dos parametros clinicos dos cavalos. TO para encaminhar a anélise
antes da Auto-hemoterapia (AHT) e T1, T2, T3 realizada trés dias apds a primeira, segunda e
terceira secdo do AHT; a, d representam que os valores diferiram (p <0,05) para TO e T3,
respectivamente. Valores de referéncia: Batimento cardiaco — 28 a 40 bpm; frequéncia
respiratoria - 8 a 20 mpm; Tempo de preenchimento capilar - até 2 segundos; Temperatura retal
— 37 a 38°C (Speirs, 1997).
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A frequéncia respiratoria média foi superior ao padrdo de referéncia para a espécie (6 a 20
movimentos por minuto). Apesar disto, ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre os
tempos.

Avaliou-se a frequéncia cardiaca (bpm), auscultacdo cardiaca e pulso digital. Durante todos os
tempos de avalia¢do, os animais apresentaram frequéncia cardiaca préxima ao limite superior do
intervalo de referéncia (28 a 40 bpm). Entretanto, nos tempos TO e T3 as médias foram
superiores (p<0,05) as dos tempos T1 e T2. Apesar disto, nenhuma alteracdo na auscultagdo
cardiaca foi observada em qualquer dos equinos durante os periodos de auscultagdo cardiaca.
Em relacdo ao exame do pulso, observou-se em todos os animais um pulso amplo e cheio e com
frequéncia semelhante & frequéncia cardiaca. Observou-se, ainda, auséncia do pulso digital
patoldgico, demonstrando salide dos cascos e adequada circulagdo periférica.

As mucosas se apresentaram normocoradas (résea clara) e Umidas durante o periodo
experimental. Durante o exame e palpacdo dos linofonodos (submandibular, retrofaringeo,
parotideo, cervical superficial e subiliaco) ndo foram observadas alteracdes, tais como
reatividade, sensibilidade, aumento de volume ou de temperatura.

Em relacdo a auscultacdo respiratoria, nenhum ruido respiratério anormal foi observado nos
sitios de auscultacdo laringo-traqueal, trdqueo-brénquico e bronco-bronquiolar. A auscultacdo
abdominal também ndo apresentou alteracdo nos individuos avaliados durante todo o
experimento. Neste periodo, os animais apresentaram motilidade normal em qualidade e
frequéncia nos quatro quadrantes de avaliacdo demonstrando um quadro geral de normalidade
no funcionamento do trato gastrointestinal.

4.2. Perfil bioguimico de enzimas hepaticas, renais e proteinograma de equinos
submetidos & AHT

Os resultados referentes a avaliacdo bioquimica de sangue estdo demonstrados na Tabela 2, de
acordo com o tempo de avaliacdo. Os valores de referéncia dos analitos foram de acordo com a
literatura (Kaneko et al., 1997; Latimer, 2003).

Né&o foram observadas variacbes (p>0,05) entre os tempos na avaliacdo das médias das enzimas
Aspartato Transaminase (AST), Gama Glutamil Transpeptidase (GGT), Fosfatase Alcalina
(FA). Os valores médios observados para a AST durante todo o estudo apresentaram-se abaixo
dos niveis de referéncia para equinos (226-366 U/L). Em contrapartida, os valores médios da
FA apresentaram-se acima do valor de referéncia para a espécie (FA — 86-295 U/L). Os valores
médios da enzima Alanina aminotransferase (ALT) observados apresentaram um crescimento
gradual até o T2, quando apresentou diferenca significativa (p<0,05), retornando a valores
normais no T3.

As concentragdes séricas de uréia e creatinina apresentaram variagdo (p<0,05) entre os tempos
sem sair do intervalo de referéncia para a espécie.
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Anadlises Bioquimicas Padrdo da Espécie TO T1 T2 T3
199.37  199.37  199.37  199.37
AST (U/L) 226-366
(+30.4) (+30.4) (+30.4) (+30.4)
26.78 26.78 26.78 26.78
ALT* (U/L) 3-23
(+12.48) (+12.48) (+12.48) (+12.48)
30.70 30.70 30.70 30.70
GGT (U/L) 6-32
(+3.88) (+3.88) (+3.88) (+3.88)
329.37 32937  329.37  329.37
FA (U/L) 86-295
(+47.84) (+47.84) (+47.84) (+47.84)
30.04 30.04 30.04 30.04
Uréia* (mg/dL) 21,4-51,5
(+2.84) (+2.84) (+2.84) (+2.84)
0.95 0.95 0.95 0.95
Creatinina* (mg/dL) 0,4-2,2
(+0.09) (+0.09) (+0.09) (+0.09)
6.36 6.36 6.36 6.36
PPT* (g/dL) 6-8
(+0.45)  (+0.45) (+0.45) (+0.45)
3.55 3.55 3.55 3.55
Albumina (g/dL) 2,4-4,1
(+0.39) (+0.39) (+0.39) (+0.39)
2.80 2.80 2.80 2.80
Globulina* (g/dL) 2,6-4,0
(+0.61) (+0.61) (+0.61) (+0.61)
1.36 1.36 1.36 1.36
Relacdo A : G 0,6-0,9
(+0.55) (+#0.55) (+#0.55) (+0.55)
150 150 150 150
Fibrinogénio (mg/dL) 0-400
(+207)  (+207)  (+207)  (+207)

Tabela 2. Valores das andlises bioquimicas do sangue, de acordo com o tempo, de equinos
submetidos a Auto-hemoterapia (AHT)
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Médias + desvio padrdo dos valores da analise bioquimica dos cavalos. TO para encaminhar a
analise antes da Auto-hemoterapia (AHT) e T1, T2, T3 realizada trés dias ap6s a primeira,
segunda e terceira se¢do do AAT; a.b.c.d representam que os valores diferiram (p <0,05) para
TO, T1, T2 e T3, respectivamente. (AST) aspartato aminotransferase; (ALT) transaminase de
glutamato-piruvato; (GGT) gama glutamil transferase; (FA) fosfatase alcalina; (A: G)
Albumina: Globulina. Valores de referéncia (Kaneko et al., 1997; Latimer, 2003)

Os valores médios de proteina total (PPT) e globulina, apesar de apresentarem variagdes entre
o0s tempos (p<0,05), apresentaram valores dentro do intervalo de referéncia para a espécie. Por
sua vez, as médias obtidas para a albumina e relacdo albumina:globulina ndo apresentaram
diferenca (p>0,05) entre o tempo anterior & AHT (TO) e os tempos p6s-AHT (T1,T2,T3). Os
valores de albumina encontraram-se dentro do valor de referéncia para equinos, por sua vez, 0s
valores da relagdo albumina:globulina apresentaram-se superiores ao valor de referéncia em
todos os tempos.

A concentracdo plasmatica de fibrinogénio apresentou pouca variacao (p>0,05) entre 0s tempos
e os valores médios observados se apresentaram dentro dos valores de referéncia (0-400mg/dL).

4.3. Perfil hematolégico dos equinos submetidos a AHT

Os valores médios referentes a avaliagdo hematoldgica estdo demonstrados na Tabela 3. Os
valores de referéncia adotados estdo de acordo com a literatura (Jain, 1993; Meyer et al., 1995).

O namero total de hemacias, a concentracdo de hemoglobina e o volume globular ndo diferiram
entre os tempos (p>0,05). Apesar disto, o valor médio tanto do nimero de hemécias quanto da
concentracdo de hemoglobina e do volume globular se apresentaram abaixo dos valores de
referéncia para equinos adultos, em todos os tempos estudados. Em relacdo aos indices
hematimétricos, os valores de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos e os valores mantiveram-se dentro do intervalo
de referéncia para equinos.

Os valores médios do numero total de leucdcitos se apresentaram dentro do valor de referéncia
para a espécie equina e ndo diferiram entre os tempos (p>0,05). Nos esfregacos sanguineos, foi
avaliada cada populacdo celular e seus resultados foram expressos em valores absolutos (mms).
Né&o foi observada diferenga (p>0,05) nos valores médios percentuais de linfécitos, neutréfilos
segmentados e bastonetes, mondcitos e basofilos quando comparado o tempo pré AHT (TO)
com os tempos pés AHT (T1, T2 e T3). Além disso, observou-se ao longo do estudo, aumento
gradual na populacdo de eosinéfilos (p>0,05). Apesar deste incremento, as médias se
mantiveram dentro do valor de referéncia para a espécie.

Durante as avaliacbes morfoldgicas, foram observados linfocitos reativos nos tempos T2 e T3
com diferenga significativa (p<0,05) em relacdo ao TO. Ndo foram observados mondcitos
ativados em nenhum dos tempos estudados.

Também em relacdo a contagem das plaquetas (x10%uL) ndo foi observada diferenca
significativa entre os tempos. Os valores observados durante todo o estudo apresentavam-se
dentro da faixa dos valores de referéncia da espécie equina (100 - 308 x103/uL).
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Tabela 3. Valores das anélises hematoldgicas, de acordo com tempo, de equinos submetidos a
Auto-hemoterapia (AHT)

Anélises Hematoldgicas Padrdo da Espécie ~ TO! T1! T2t T3t
Eritrocitos (x10°céls/uL) 5.47 5.58 5.67 5.77
6,4—-10,0

(+0.52) (+0.76) (+0.63) (+0.57)

Hemoglobina (g/dL) 9.18 9.10 9.10 9.76
11-17

(+1.84) (+#1.35) (+1.0) (+1.34)

Leucdcitos 7.85 7.60 7.52 7.36
5.200 -13.900

(céls./uL) (+0.84) (+1.62) (+1.43) (+1.02)

3.831 4.030 3.540 3.383
Linfocitos (mm3) 1.500-7.700
(#970) (+1.207) (+817) (+630)

0.5 0.25 2.37% 262
Linfocito Reativo* (mm3)
(+0.92) (+0.70)  (+1.59) (+1.68)

Neutrofilos Segmentados 3.545 3.019 3.382 3.250
2.200-8.500
(mm3) (+614) (+735) (+1.065) (+705)
Bastonetes 37.5 64.2 72.8 27.5
0-100
(mms3) (+40)  (+82) (#87)  (#52)
Mondcitos 302 210 942> 120%
100-1000
(mm3) (+204) (¥218)  (#88)  (x83)
Eosinofilos 104 243 2802 3682
100-1000
(mm3) (+103)  (+119) (+219) (+282)
Basofilos 75 26 16 8
0-290
(mm3) (+104)  (+36) (+30) (+23)
Plaquetas 224.50 241 24150 220.50
100-308
(x10°/uL) (#123)  (+136) (+48) (+51)
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Média + desvio padrdo dos valores do exame hematolédgico dos cavalos. TO para encaminhar a
anélise antes da Auto-hemoterapia (AHT) e T1, T2, T3 realizada trés dias ap6s a primeira,
segunda e terceira se¢do da AHT; a.b representam que os valores diferiram (p <0,05) para TO e
T1, respectivamente. Valores de referéncia Valores de referéncia (Jain, 1993; Meyer et al.,
1995).

4.4. Perfil de fendtipos de linfécitos T(CD3*) e B(CD21*) no sangue periférico de equinos
submetidos a AHT

A frequéncia média da populacdo de linfécitos T(CD3*), no sangue periférico de equinos
submetidos a AHT, pode ser visualizada na Figura 9A. Foi observado aumento (p<0,05) na
popula¢do dos linfocitos T (CD3*) nos tempos T1(73,63+4,89) e T2 (74,67+5,30) quando
comparados aos valores obtidos dos animais anteriormente a AHT - TO (68,64+3,60) (p<0,05).
Por outro lado, o tempo T3 (73,24+5,85) quando comparado a TO, ndo apresentou diferenca
(p>0,05).

A frequéncia média da populacdo de linfocitos B(CD21*) no sangue periférico de equinos
higidos submetidos & AHT pode ser visualizada na Figura 9B. Houve diminui¢do (p<0,05) da
populacdo dos linfocitos B(CD21*) nos tempos T1 (3,22+0,53), T2 (2,35+0,65) e T3
(2,90+0,99) quando comparados aos valores obtidos dos animais anteriormente & AHT TO
(3,9£0,77) (p<0,05).

A B
100 8
+ * : 6
™ * o~
o 80 a
(®)
(@]
[ T *
o T ® *
o u 4 *
= o
: : ?
o) =— (&)
: : |
3 60 £
-
X NS 2
40 0
TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3

Figura 9. Percentual de linfécitos T (CD3*) e B (CD21*) no sangue periférico de equinos
submetidos a Auto-hemoterapia. (A) Percentual da populacéo de linfécitos T(CD3*) nos tempos
TO, T1, T2 e T3. (B) Percentual da populacao de linfocitos B(CD21%) nos tempos TO, T1, T2 e
T3. Os resultados estdo expressos sob a forma de percentual médio + desvio padrdo da
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populacéo de linfécitos T CD3" e linfocitos B CD21*. Diferencas (p<0,05) estdo expressas sob
forma de (*) em relagéo ao TO.

4.5. Perfil da razdo da frequéncia de linfécitos T(CD3*) e B(CD21*) no sangue periférico
de equinos submetidos a AHT

Com o objetivo de se investigar o balanco do envolvimento da resposta imune adaptativa celular
e humoral durante o tratamento com a AHT, calculou-se a razdo entre os valores percentuais de
linfocitos T e linfécitos B (Figura 10). Observou-se um aumento (p<0,05) nos tempos T1
(33,43+9,69) e T2 (24,8+7,35) em relagdo aos valores basais obtidos em TO (18,11+3,51). Esta
diferenca ndo foi observada (p>0,05) em T3 (23,56+5,05).
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TO T1 T2 T3

Razdo % Linfécitos T CD3+/Linfécitos B CD21+

Figura 10. Razdo entre Linfécitos T CD3*/Linf6citos B CD21* no sangue periférico dos
equinos submetidos a Auto-hemoterapia nos tempos TO, T1, T2 e T3. Os
resultados estdo expressos sob a forma de percentual médio + desvio padrdo da
razdo entre linfocito T CD3*/Linfocitos B CD21*. Diferencas significativas
(p<0,05) estdo expressas sob forma de (*) em relagdo a TO.

4.6. Perfil da expressdo de citocinas intracelulares (IFN—y, IL-6, IL-8, IL-4, IL-10) em
linfocitos do sangue periférico de equinos submetidos a AHT

O perfil de expressdo das citocinas intracelulares dos linfdcitos foi avaliado de acordo com seu

perfil pré (Figura 11) ou anti-inflamatério (Figura 12)
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4.6.1. Perfil da expresséo de citocinas pro-inflamatorias (IFN—y, IL-6, 1L-8)

Verificou-se aumento médio (p<0,05) na expressao da citocina IFN—y em todos os tempos (T1 -
15,31+3,75; T2 - 13,91+2,89; T3 - 15,04+4,19) em relacdo aos valores basais observados em TO
(10,45£2,79) (Figura 11A)

Em relacdo a IL-6, os valores médios demonstraram diminui¢do (p<0,05) da expressdo nos
tempos T2 (3,52+1,31) e T3 (3,75+1,11) em relacdo ao TO (5,27+0,80). (Figura 11B). Jda IL-8
apresentou uma diminuigdo (p<0,05) em sua expressdo em T2 (2,31+0,72) quando comparada
ao TO (3,61+0,82), enquanto T1 (2,90+0,74) e T3 (3,06+0,68) ndo diferiam (p>0,05) em relacéo
a TO (Figura 11C).

4.6.2. Perfil da expressdo de citocinas anti-inflamatorias (1L-4, 1L-10)

O valor percentual médio da expressao da citocina IL-4 ndo apresentou variacdo em relacdo ao
valor basal (TO - 3,18+0,66) em nenhum dos tempos avaliados (T1 - 3,45+0,84; T2 - 3,02+0,59
e T3 - 3,27+2,17) (Figura 12A).

A expressdo de IL-10 foi maior (p<0,05) nos tempos T2 (2,37+0,34) e T3 (2,82+0,65) quando
comparados ao TO (1,84+0,45). J& em T1 (1,69+0,34) ndo foi observada variacdo de sua
expressdo, em relacdo ao TO (Figura 12B).
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Linfécitos T IL-8 +

%

TO T1 T2 T3

Figura 11. Perfil de expressdo de citocinas pro-inflamatorias por linfocitos T do sangue

Linfécitos T IL-4+

%

periférico de equinos submetidos a Auto-hemoterapia. (A) Perfil da expressdo da
citocina IFN—y produzida por linfdcitos T. (B) Perfil da expressdo da citocina IL-6
produzida por linfécitos T. (C) Perfil da expressao da citocina IL-8 produzida por
linfocitos T. Os resultados estdo expressos sob a forma de percentual médio + desvio
padrdo de células T. Diferencas (p<0,05) estdo expressas sob forma de (*) em
relacdo ao TO.
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Figura 12. Perfil de expressdo de citocinas anti-inflamatérias por linfécitos T do sangue
periférico de equinos submetidos a Auto-hemoterapia. (A) Perfil da expressdo da
citocina IL-4 produzida por linfécitos T. (B) Perfil da expressdo da citocina IL-
10 produzida por linfocitos T. Os resultados estdo expressos sob a forma de
percentual médio + desvio padrdo. Diferencas (p<0,05) estdo expressas sob forma
de (*) em relacdo ao TO.

Ainda em relagdo ao perfil de citocinas sintetizadas pelos linfocitos T apos a AHT, foi realizado
um resumo do comportamento desta produgédo de acordo com os tempos para cada animal como
observado nas figuras 13 A, 13B e 13C.

Figura 13. Andlise do comportamento da producdo de citocinas intracitoplasmaticas em
linfécitos do sangue periférico de cavalos submetidos a Auto-hemoterapia (AHT) ap6s as
células serem cultivadas in vitro sob estimulacao.

Fig. 13 A) Graficos de dispersdo representativos utilizados para o estabelecimento das arestas
globais de corte do indice (citocina de linfécitos + cultura estimulada / controle) de cada
citocina (IL-10, IL-4, IL-6, IL-8 e IFN-y) utilizadas para segregar os cavalos que apresentavam
niveis de citocinas Baixo () ou Alto ().
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Fig.13 B) Diagramas em escala preta usados para compilar a frequéncia (%) da citocina de
maior producao.
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Fig. 13 C) O gréfico de barras mostra o indice ascendente de citocinas e foi montado para cada
tempo pré (TO) e apés a AHT (T1, T2 e T3). As frequéncias de alta produgdo foram
consideradas relevantes quando estas se mostraram acima de 50%. Essa informagdo foi
destacada pelo quadro cinza com borda pontilhada. TO se refere ao tempo de analise anterior a
AHT enquanto
T1 T2 e T3 referem-se as andlises realizadas trés dias apds a primeira, segunda e terceira secao
do AHT, respectivamente.
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4.7. Atividade fagocitica anti-Zimosan em neutrofilos do sangue periférico de equinos
submetidos a AHT

Os resultados referentes a atividade fagocitica anti-Zimosan em neutro6filos do sangue periférico
de equinos submetidos a AHT, foram expressos em percentual (%) de células (Zimosan*/A647)
considerando a atividade fagocitica dos neutréfilos em cada tempo (Figura 14). Ndo foram
observadas diferencas (p>0,05) na atividade fagocitica quando comparada aos valores basais TO
(47,36+8,0). Os percentuais médios nos tempos T1, T2 e T3 foram, respectivamente,
45,24+8,44, 46,61+6,91 e 52,23+6,68.
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Figura 14. Atividade fagocitica anti-Zimosan em neutr6filos do sangue periférico de equinos
higidos submetidos a Auto-hemoterapia. Os resultados estdo expressos sob a forma
de percentual médio * desvio padréo de neutrdfilos Zimosan+ (p>0,05).

5. DISCUSSAO

Uma questdo relevante sobre a aplicacdo da AHT ¢ a possibilidade de causar uma reagéo topica,
causando desconforto ao paciente. Com o objetivo de elucidar esta questdo, foi realizado exame
clinico completo nos animais baseado na indicacdo de Speirs (1997). De um modo geral,
aplicacGes de substancias irritativas ou de maneira inadequada, podem trazer sinais de
inflamacéo local e/ou sistémicas como dor, calor e rubor nos locais e febre. Considerando as
alteragdes nos parametros clinicos ou possiveis “injurias” causadas a pacientes humanos ap6s o
emprego da AHT, Moraes e Ota (2017) descreveram que ao entrevistar pacientes submetidos a
AHT, apenas 7% relataram o aparecimento de hematoma e dor no local de aplicagdo. Os
pacientes que realizaram a técnica pela primeira vez relataram ndo terem sentido mudancas.
Corroborando com estes e com o presente estudo, Lopes (2016) ndo observou alteracdo local
apos aplicacdo de AHT em um equino. O autor utilizou exames de termografia e a
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ultrassonografia no local da aplicagdo e ndo observou qualquer variacdo de temperatura ou
ecogenicidade, digna de lesdo muscular. A importancia do exame fisico e acompanhamento dos
animais, diariamente, permitiram que uma avaliacdo dos locais de aplicacdo da AHT e da saude
geral dos animais fosse realizada de forma acurada.

A respeito do volume de sangue, tempo de tratamento e via de aplicacdo a serem usados nha
AHT, ndo ha consenso nem na medicina nem na veterinaria. O volume de sangue e o local de
aplicacdo (subcuténeo, intramuscular ou intravenoso) ndo sdo pré-determinados. Mettenleitter
(1936) citou cinco diferentes formas de realizar o procedimento e confirmou, no paciente
humano, o uso de até 40 mL de sangue total, por via intramuscular sem sinais de desconforto.
Em relacdo ao volume de aplicagdo, em pacientes humanos, Moura (2008) e Trevisanil (2015)
utilizaram valores entre 10 e 20mL. Em equinos, Lopes (2016) utilizou 20 mL de sangue total
em paciente de 500kg. O volume de sangue utilizado de acordo com peso do paciente, vai ao
encontro do sugerido por Borges et al. (2014) e Rodrigues et al. (2016). Baseados na literatura
existente e préaticas de profissionais, este estudo sugeriu o volume de 20mL para cada 100kg de
peso vivo devido ao protocolo comum em pacientes humanos com volume de aplicacdo de
10mL para um paciente com peso médio de 50kg. O volume médio de sangue total, equivalente
a 59,75+10,95mL, em animais com peso médio de 300,1+50,53kg ndo provocou alteracoes
clinicas ou inflamatérias locais. Os sitios de aplicacdo selecionados: musculos serrétil ventral
(musculatura do pescoco lados direito e esquerdo) e masculos semitendineo e semimembranoso
(musculatura medial da coxa lados direito e esquerdo), se mostraram adequados para 0 emprego
da técnica.

Em relacdo ao uso e indicagdo da AHT nas enfermidades, ndo h& consenso em qual tipo de
doencas ela é recomendada. Diante disto, ha poucos relatos sobre o uso da AHT em paciente
higidos, com o objetivo de se observar a acdo da AHT e seus reflexos nos exames
hematoldgicos, bioquimicos e da resposta imune.

Na pratica da clinica equina, devido a ampla diversidade de referéncias dos exames laboratoriais
Benesi et al. (2009) concluiram ao analisar as enzimas AST, FA e GGT de potras da raca
Brasileiro de Hipismo que todas elas sofreram variagdes influenciadas pelo fator etério. Desta
forma, sugere-se que a variagdo dos valores médios em relacdo aos de referéncia, encontrados
neste estudo possam ter sido influenciados pela raca e idade dos individuos estudados. O valor
basal (TO0), utilizado para as comparacdes, é de fundamental importancia no estudo comparativo
apos o uso da AHT.

Em relacdo as variagdes observadas nas avaliagcBes bioquimicas, diante dos valores que
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) como uréia e creatinina, proteina total e globulina,
estes achados ndo apresentam relevancia clinica uma vez que os valores mantiveram-se dentro
do intervalo de referéncia da espécie associado a auséncia de qualquer alteragdo clinica destes
animais, comprovado pelo acompanhamento clinico diario. Desta maneira, a variacdo
significativa ndo mostrou relevancia na interpretagdo clinica em relacéo aos analitos citados.

A AST esta presente nas células do figado e musculares, logo seu uso é indicador de danos
nestes tecidos. Sugere-se que a normalidade desta isoenzima pré-AHT e entre os tempos de
tratamento € mais um indicativo que a terapia ndao ocasiona danos no local da aplicacdo, em
acordo com Lopes (2016). Por sua vez, a isoenzima ALT tem pouco valor diagndstico em
equinos, uma vez, que esta é encontrada em concentragdes muito baixas no figado dessas
espécies. Sugere-se que 0 aumento na concentragdo da ALT no T2 deve-se & possivel variagdo
individual em algum animal neste periodo, porém também néo trouxe relevancia clinica uma
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vez que alteragdes em niveis hepéticos possuem associagdo de outras enzimas como AST, GGT
e FA, o que ndo ocorreu. Adicionalmente, o valor apresentou retorno a normalidade no T3, mais
um fator que demonstra auséncia de lesdo hepética nos animais sob AHT.

Da mesma maneira, em relacdo aos resultados do hemograma, Moraes e Ota (2017), ao
realizarem a analise hematoldgica de pacientes apds AHT, ndo observaram diferencas
significativas no decorrer dos tempos de andlise: pré-AHT (T1), trés dias ap6s a AHT (T2) e
sete dias ap0s a aplicagdo (T3). Em acordo com os achados desse estudo, ndo houve diferenca
significativa entre os tempos ao avaliar eritrocitos, hemoglobina e volume globular. Lopes
(2016) também néo observou diferencas no hemograma completo de um equino ao comparar 0s
efeitos da aplicacdo da AHT e da aplicacdo de Soro Fisioldgico. Por sua vez, Fontenelle (2008)
afirmou que a auto-hemotransfusdo é utilizada em atletas para aumentar o transporte de
oxigénio para o corpo. Tal aumento é relacionado a elevacdo da taxa do volume globular (VG) e
volume corpuscular médio (VCM), uma vez que o tamanho da hemécia é um fator determinante
para o carreamento de oxigénio. No presente estudo, a variagdo dos valores de VG e VCM
foram minimas e a realizacdo da técnica ndo foi a mesma nao obtendo assim correlacdo ao
estudo citado.

Ao coletar contetdo vesicular inflamatério de pacientes e realizar andlises, Teixeira (1940)
observou aumento de 5% para 22% apds oito horas da aplicacdo de AHT na populacdo de
mondcitos, com decorrente diminui¢do na populagdo para 20% ap6s 72 horas e retorno aos 5%
apos sete dias. Outro teste realizado pelo autor foi determinar o indice bactericida em tumores
notando-se ap6s a AHT um alcance maximo do indice bactericida e de mondcitos nas oito
primeiras horas, provando a estimulagdo de defesa do SMF. Neste estudo, foi observada
diminuicdo no percentual médio dos mondcitos ao longo dos tempos, em acordo com Muller e
Petterson (1926), que afirmam haver migracdo dessas células para os érgdos e tecidos, o que
entra em acordo com Teixeira (1940) que avaliou o infiltrado de mondcitos da leséo local e ndo
da populagdo total circulatéria. Como observado, a avaliacdo da acdo da AHT em Teixeira
(1940) foi local enquanto, no presente estudo, na circulagdo dos animais o que implicara
diferencas de interpretacdo. Para haver incremento celular no tecido h& necessidade de
diminuicdo de sua circulacdo periférica, desta maneira, sugere-se que 0s estudos podem
apresentar resultados complementares.

Em relacdo aos resultados no aumento da populacdo de eosindéfilos, este incremento néo foi
considerado como eosinofilia por permanecer dentro dos valores de referéncia da espécie. Por
outro lado, uma vez que os animais estavam devidamente vermifugados e a presenca de
eosindfilos ser relacionada a presenca de parasitos, reacdes de hipersensibilidade e alergia em
equinos (Latimer e Meyer, 1992; Lopes e Cunha, 2002), de acordo com Gomes et al. (2014)
sugere-se que 0 achado pode ser decorrente ao estimulo da AHT. E desta maneira, devido as
caracteristicas dos eosinéfilos de células efetoras na fase terminal de processos alérgicos
(Tizard, 2008b), em acordo com Lopes (2016), sugere-se que a AHT traga beneficios a
pacientes em processos alérgicos. Os eosinofilos sdo apropriados para destruir grandes parasitas
extracelulares cobertos com imunoglobulina E (IgE) e sdo produtores de citocinas do tipo Th2
inibindo a resposta Th1l. Como observado neste estudo, o perfil de citocinas Th2 nos tempos T2
e T3 pode ser devido a presenca expressiva desta célula.

Em relacdo aos linfocitos reativos observados nos tempos T2 e T3, estes também foram
observados por Lopes (2016) ao observar reatividade dos linfcitos na segunda semana de
tratamento e em diferentes tempos de coleta. Este achado foi considerado primordial para
despertar o interesse pela reatividade dos linfdcitos e sua participacdo na resposta da AHT uma
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vez que linfdcitos reativos representam tanto linfocitos T quanto B estimulados (Scott e
Stockham, 2011). Segundo Veronesi (2008), o sistema Monocitico Fagocitario tem intima
interdependéncia dos linfécitos T e B ao influenciarem na sua fisiologia através de citocinas por
eles secretadas. As citocinas linfocitarias podem tanto estimular como inibir o SMF. Em relacéo
aos resultados gerados para linfocito B (CD21%), estes foram considerados insatisfatérios, uma
vez que a resposta observada de linfocitos B nos animais é mais expressiva do que a apresentada
pelo marcador nos equinos estudados. De acordo com o protocolo e bula do produto (MOUSE
ANTI-HORSE PAN-B CELLS: FITC/BIO-RAD) (Bio Rad, 2018), este € um anticorpo
monoclonal IgG presente nos linfécitos do sangue periférico e capaz de reconhecer todas as
células B equinas a partir do reconhecimento de antigenos presentes na superficie destas células.
A partir destas informacdes, foi seguido o protocolo proposto pelo fabricante, porém nossos
resultados ndo se apresentaram condizentes com a expressdo de linfécitos B esperada nos
equinos (17-38%) (Tizard, 2008a). Apesar da indicacdo para leitura em citbmetro de fluxo, as
pesquisas do fabricante foram realizadas através do método ELISA (ensaio de imunoabsorcéao
enzimatica) o que poderia trazer diferentes interpretagdes da marcacdo celular (Schneider,
2010). Desta maneira, poucas conclusdes puderam ser definidas na expressdo de linfécitos B
(CD21*) em equinos pos-estimulo da AHT.

Como observado, 0s mondcitos ativados na avaliagdo estatistica apresentaram diferenca
significativa (p<0,05). Este fato deve-se a presenca de valores diferentes de zero anteriores a
Auto-hemoterapia nos individuos, valores estes ainda dentro do intervalo normal de mondcitos
ativados para os equinos. Este fato ndo foi observado apés a AHT, ou seja, todos os valores de
mondcitos ativados apresentados pelos animais foram iguais a zero nos tempos T1, T2 e T3.
Desta forma, sugere-se que a Auto-hemoterapia ndo influenciou a populacdo de mondcitos
ativados.

Em relacdo ao incremento imunolégico, a AHT apresenta diferentes resultados na literatura.
Silva (2009) observou que, ap6s dois dias da aplicagdo da AHT em ratos Wistar, o leucograma
apresentou diferenca em quase duas vezes no quantitativo leucocitario no primeiro dia, 0 que
sugeriu reacdo imunoldgica decorrente da AHT. Barbosa Lopes et al. (2017) observaram
leucocitose em cées diagnosticados com gastroenterite hemorragica 48 horas apds o tratamento
com AHT associada a tratamento sintomético a doenca. Por sua vez, Rodrigues et al. (2016)
sugeriram que a AHT provoca efeito de diminuicdo de leucdécitos circulantes, e que esse efeito
estd diretamente relacionado ao volume de sangue aplicado, quanto maior o volume, maior a
redugdo no numero de leucécitos. Observaram queda mais acentuada as 48 horas apés a AHT.
De acordo com Widal (1921) e Muller e Petterson (1926), a diminuicdo gradativa do nimero de
leucdcitos na circulagdo ap6s a AHT é decorrente da migracdo dessas células para 6rgaos e
tecidos aumentando sua funcdo. Os resultados observados neste estudo concordam
parcialmente aos citados anteriormente uma vez que 0s mondcitos apresentaram diminuigdo ao
longo dos tempos sem trazer alteracdes significativas no valor de leucdcitos totais nos equinos
submetidos a AHT. Acredita-se que a ndo alteracdo nos valores dos leucdcitos pode estar
relacionado ao fato de que os animais avaliados ndo apresentavam qualquer quadro patoldgico.
Por outro lado, Moraes e Ota (2017) também observaram minimas varia¢es no leucograma no
decorrer dos tempos de avaliacdo. Em contra partida, Trevisanil et al. (2015) observaram
aumento no numero de mondcitos em 90% dos pacientes humanos saudaveis analisados, além
do aumento das Imunoglobulinas IgG, IgA e IgE. Estes aumentos descritos por Trevisanil et al.
(2015) ndo foram observados neste estudo. Isto se da ao fato de que as caracteristicas de
resposta leucocitéria sdo diferentes entre animais e humanos. Apesar de ndo terem sido

55



diferenciadas as subclasses das imunoglobinas, foi verificado, de forma geral, que ndo houve
variacdo no valor total das globulinas ao longo dos tempos.

Ao definir este perfil de resposta pode-se orientar o uso da AHT para determinadas
enfermidades, ou seja, aquelas que necessitam de um padrdo de resposta de linfécitos Thl e
producdo de IFN-y. Sabe-se que as citocinas influenciam a natureza de resposta do linfocito T
auxiliar. Baseando nestas informagdes e nos resultados obtidos, sugere-se que a resposta gerada
pela AHT seja uma resposta inicial de perfil inflamatério devido a intensidade de expressdo do
IFN-y em comparac¢do as demais citocinas estudadas. Em um segundo momento, ela tende a ser
modulada, pois pdde ser observado um aumento da IL-10 ao decorrer das avaliagdes levando a
um perfil regulador. Desta maneira, presume-se que a AHT possa de alguma forma conduzir um
padrdo de resposta imune celular, acarretando a ativagdo de macrdéfagos e gerando imunidade
contra microorganismos intracelulares, como protozoarios, bactérias e virus. Outro achado que
reforca esta hipotese de ativacdo do sistema imune, com perfil de resposta celular ativada em
um primeiro momento, foi que os resultados mostraram um aumento da expressdo dos linfécitos
TCD3* em relacdo ao linfocito B CD21*, consecutivamente o aumento da razao entre linfocitos
T e B. Por outro lado, apesar da presenca do IFN-y no momento inicial sugeriu-se que a AHT a
partir do T2 apresente um perfil modulatério devido ao aumento da citocina antiinflamatéria IL-
10, o que consequentemente poderia levar a uma resposta humoral mais efetiva. Este achado foi
também observado por El-Sharkawi et al. (2007) ao observar que o uso do PRP intra-articular
diminui a dor articular devido a acdo dos fatores de crescimento em inibir moléculas pré-
inflamatdrias como a IL-1 e 0 TNF-a.. Corroborando, ainda, Caron (2003) afirmou que o uso de
citocinas reguladoras estd em ativa pesquisa para seu uso no controle de Osteoartrites em
equinos uma vez que as citocinas reguladoras IL-4, IL-10 e IL-13 diminuem os efeitos
degradantes das citocinas pro-inflamatorias.

Relacionando o uso da AHT a determinadas enfermidades de acordo com o perfil de suas
respostas imunoldgicas, diante dos nossos resultados, a AHT pode ter seu uso associado ao
tratamento do Rhodococcus equi uma vez que, Liu et al. (2009) sugeriram que 0s mecanismos
de imunidade mediada por células sdo importantes na resisténcia contra microorganismos, como
a bactéria Rhodococcus equi, e demonstrou que a resisténcia contra esta requer tanto
mecanismos inatos quanto adaptativos com desenvolvimento da resposta com perfil Thl. De
acordo com Hines et al. (2001 e 2003) o perfil celular de lavado bronco-alveolar de
pneumonias por R.equi estd relacionado a uma intensa resposta linfoproliferativa tanto de
células TCD4* como TCD8".

Ainda destacando o perfil inflamatdrio inicial de citocinas observado neste estudo e seu
potencial uso em potros, a menor expressao de IFN-y leva a reducdo na atividade fagocitica ja
que essa citocina promove a ativacdo dos neutréfilos e consequente ativacdo da via de morte
microbiana (Dawson et al., 2010), o IFN-y se mantém em menor expressao até os trés meses de
idade o que justifica a baixa capacidade do mecanismo de destruicdo bacteriana (Demmers,
2001). Estes estudos demonstram a importancia do IFN-y nos processos patologicos dos equinos
remetendo a um beneficio da AHT para estas enfermidades uma vez que o aumento do IFN-L
foi observado em todos os tempos apds a AHT. Adicionalmente, Narren et al. (2009) citaram
outros eventos na defesa contra Rhodococcus equi, como a expressao de diversas citocinas pro-
inflamatdrias como o IFN-y pelos neutréfilos apds estimulacdo in vitro. A partir do perfil da
resposta dos linfocitos e das citocinas secretadas pode-se extrapolar e sugerir a AHT e seu uso
diante de respostas imunoldgicas geradas relacionadas aos antigenos. Por exemplo, os linfocitos
expostos ao helminto Toxocara canis desenvolvem uma resposta Th2 e secretam IL-4 e IL-5, ao

56



contrério, os linfocitos expostos ao Mycobacterium tuberculosis formam uma resposta Thl
caracterizada pela secrecdo de IFN-y (Tizard, 2008c). Coombs et al. (2006) apontaram que a
imunidade contra o herpesvirus equino tipo 1 em cavalos adultos é caracterizada por uma
resposta de IFN-y em detrimento a uma resposta por interleucina 4 (IL-4). Por outro lado, a
protecdo contra nematdideos intestinais como Strongylus vulgaris depende de uma resposta de
IL-4 (Swiderski et al., 1999). Diversos estudos tém confirmado que a imunidade celular exerce
papel central contra Rhodococcus equi e que a ativagdo de macrofagos por mediadores,
principalmente IFN-y, é essencial para a morte da bactéria (Porto et al., 2011). Diante dos
resultados do nosso estudo e da literatura citada, sugere-se que a AHT traga beneficios a
resposta imunoldgica de cdes expostos ao Mycobacterium tuberculosis, e de cavalos expostos ao
Herspevirus tipo 1 e ao Rhodococcus equi.

Em relacdo aos métodos de avaliagdo destas respostas, Bertone et al. (2001) empregaram o
imunoensaio enzimatico humano (ELISA) para quantificar a presenca de TNF-LJ em equinos
com endotoxemia induzida por LPS, e ndo obtiveram resultados fidedignos demonstrando que a
técnica ainda necessita de maior aperfeicoamento para dosagem de citocinas. A citometria de
fluxo utilizada neste estudo apresentou alta sensibilidade na identificacdo das citocinas
intracitoplasmaéticas dos equinos além de se mostrar como excelente ferramenta na identificacdo
de subpopulacdes celulares demonstrando grande importancia em estudos imunoldgicos.

Considerando que a atividade fagocitica tem um papel importante durante a resposta imune,
alguns fatores podem influenciar negativamente na taxa de fagocitose e consecutivamente no
papel das células como apresentadoras de antigenos. Batista et al. (2009) concluiram que a
funcdo fagocitica pode ser prejudicada por medicamentos antimicrobianos disponiveis no
mercado. Nascimento et al. (2004) apontaram o estresse agudo como fonte de diminuigdo da
fagocitose devido a presenca de corticoesterona (Moinard et al., 1999) e a realizacdo de
exercicios fisicos como incremento a atividade fagocitica. Estes fatores corroboram com os de
Moura (2006) que apoia o uso da AHT associado a medicamentos a fim de evitar os efeitos
colaterais dos mesmos. Diante da literatura apresentada observamos outro beneficio dos nossos
resultados uma vez que a AHT ndo interferiu na fagocitose por neutrdfilos nos equinos
estudados. Ainda abordando a importancia da preservacdo da resposta imune, os neutréfilos
possuem importante papel na protecdo contra bactérias. Chaffin et al. (2004) demonstraram que
a menor concentragdo sanguinea de neutrofilos estd relacionada com a maior propensdo ao
desenvolvimento de pneumonias em potros. De acordo com a literatura os neutrofilos se ligam
aos microorganismos, os fagocitam e diante dos animais previamente avaliados, os neutrofilos
ndo foram desafiados por um agente patolégico, desta maneira, 0s seus resultados de
normalidade eram esperados.

6. CONCLUSOES

Como conclusdo, os resultados obtidos em nossas avaliagdes relativas aos parametros clinicos,
bioquimicos, hematoldgicos e resposta imune de equinos submetidos & AHT foram:

e A AHT ndo acarreta alteragdes nos parametros clinicos dos animais, que pudessem estar
relacionadas com dano ou injdria local ao animal;

e O volume de sangue da AHT proposto de 20 mL/100kg com aplicacdo em diferentes
sitios musculares ndo trouxe prejuizos ao animal e mostrou-se suficiente para fazer as
avaliacGes desejadas.
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A partir do protocolo utilizado, ndo foram observadas alterages bioquimicas e
hematolégicas nos animais. Estes fatos demonstram que a AHT ndo traz efeitos
colaterais aos sistemas hepatico e renal.

e Foi observada a presenca de linfocitos reativos a partir da segunda aplicacdo da AHT
(T2).

e O perfil de linfocitos T CD3* Th1l foi predominante em relacéo aos linfocitos B CD21*
como reflexo do estimulo @ AHT.

e Dez dias ap6s a aplicacdo da AHT (T2) ha o pico da resposta celular com presenca
predominante de citocinas inflamatorias e com 17 dias de AHT h& predominio de
citocinas anti-inflamatdrias e resposta humoral.

e O perfil de citocinas apresentado apds o estimulo da AHT mostrou um predominio do
IFN-y, nos trés tempos, seguido de elevacdo da citocina IL-10 a partir do T2 o que
representa um efeito modulatorio desta citocina frente ao IFN-y.

e A AHT ndo acarretou interferéncia na fagocitose realizada por neutrofilos estimulados
por Zimosan.

e A citometria de fluxo permitiu fidedignas e mdltiplas analises da resposta imune de

equinos submetidos a AHT.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A Auto-hemoterapia é uma terapia antiga com muitas lacunas para o futuro principalmente em
relagdo as suas indicagdes, resultados clinicos, beneficio e contra-indicacbes e maiores
pesquisas devem sem estimuladas para definirmos qual é sua real acdo dentro sistema
imunolodgico. Desta maneira, estudos empregando novos marcadores de resposta imune devem
ser realizados a fim de trazer maiores subsidios que possam confirmar que a AHT seja uma
técnica com resultados cientificamente factiveis.
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Anexo Il. Parametros fisicos avaliados no exame clinico realizado na Clinica de

Equinos da Escola de Veterinaria da UFMG.

Parametro Fisico/ Dia

Comportamento

Condicéo fisica

Alteracdes anatdmicas

Mucosas

TPC

Linfonodos

(bpm)

Frequéncia cardiaca

Auscultacdo cardiaca

Pulso (ppm)

(mpm)

Frequéncia respiratoria

Auscultagdo respiratoria

Auscultacdo abdominal

Temperatura retal (°C)

Pulso Digital Patoldgico
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