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RESUMO
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TRANSFUSAO DE CELULAS DERIVADAS DA FRACAO TOTAL DE CELULAS
NUCLEADAS DA MEDULA OSSEA EM UM CANINO COM TROMBOCITOPENIA
PERSISTENTE

AUTOR: Jamile Amaral Hasan
ORIENTADOR: Alexandre Krause

Local e data da defesa: Santa Maria, 18 de fevereiro de 2022

As células-tronco mesenquimais tém sido estudadas na terapia de diversas doencas, por
apresentarem atividade imunomoduladora, angiogénica e atuarem na reparacao tecidual. Este
trabalho como objetivo relatar o uso de células derivadas da fragdo total de células nucleadas
da medula éssea (BMSCs) em uma cadela com trombocitopenia responsiva a corticoide. A
paciente foi atendida no Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) e recebeu o diagndstico de epilepsia idiopética, e foi tratada com
fenobarbital na dose de 2.5mg/kg, continuo, em monoterapia. Ao retorno, sete meses depois,
foi observada trombocitopenia severa (15.000/uL). Foram realizados ainda a pesquisa de
hemoparasitas, ultrassonografia e mielograma para investigar diagnosticos diferenciais.
Apesar de haver relatos do uso de fenobarbital em associagdo com discrasias sanguineas,
incluindo a trombocitopenia, sua administracdo ndo foi interrompida devido a gravidade do
quadro epiléptico. Foi incluida prednisolona na dose de 2mg/kg, com discreta resposta na
contagem plaquetaria (58.000/uL). Com o objetivo de reduzir a dose de corticoide, foram
realizadas trés transfusdes de BMSCs, por via venosa, na dose de 2,5x10° células/kg. Obteve-
se efeito positivo apos a terapia celular com o aumento significativo da contagem plaquetéaria
circulante, embora a mesma tenha sido transitéria (de sete a trinta dias, aproximadamente). Na
obrigatoriedade do uso de drogas mielotoxicas, é possivel que o0 uso concomitante da terapia
celular seja benéfico para reduzir seus efeitos sobre a hematopoiese. A terapia com BMSCs €
promissora no tratamento da trombocitopenia imunomediada e conclui-se que seu uso
proporcionou um aumento transitério na contagem plaquetaria e que estudos complementares
s80 necessarios para o estabelecimento da dose e do nimero de aplicagdes. E necessaria a
avaliacdo dos efeitos da terapia celular nos casos de trombocitopenia imunomediada sem a
interferéncia de outras drogas.

Palavras-chave: mielotoxicidade; mielograma;  trombograma,  trombocitopenia

imunomediada.
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Mesenchymal stem-cells have been studied for therapy of various diseases, by their
immunomodulatory, angiogenic properties. This report aims to describe the use of cells
derived from the total fraction of bone marrow nucleated cells (BMSCs) in a female dog with
prednisone-responsive thrombocytopenia. The patient was admitted at the \eterinary
Teaching Hospital (VTH) of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) and was
diagnosed with idiopathic epilepsy. She received phenobarbital 2,5 mg/kg SID. After seven
months, the patient returned for control and a severe thrombocytopenia was observed
(15,000/uL). Tests for hemoparasites, abdominal ultrasound and bone marrow examination
were performed in order to investigate differential diagnosis. Although phenobarbital is
associated to blood dyscrasias, the treatment could not be suspended, due to the severity of the
epilepsy. Prednisone was added to the treatment (2 mg/kg, SID), and a mild response was
seen in platelet count (58,000/pL). In order to decrease prednisone, 2,5 x 10° BMSCs were
intravenously injected three times with an interval of 27 and 60 days. A positive effect was
observed with a significant increase in platelet count, although this increase remained for 7 to
30 days. It is possible that cell therapy could be beneficial when myelotoxic drugs are used .
Therapy with BMSCs is a promising alternative in the treatment of immune-mediated
thrombocytopenia (ITP) and we conclude that their use resulted in a transitory increase in
platelet counts and, therefore, further studies are needed to determine dosage, number of
transfusions. The effects of cell therapy in ITP should be analysed without the interference of
other drugs.

Key-words: myelotoxicity; myelogram; thrombogram, immune-mediated thrombocytopenia.
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1. INTRODUCAO

Plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos e seu processo
de geracdo € dividido em megacariopoiese e trombopoiese, sendo suas concentracdes
plaquetérias sanguineas estabelecidas pelas taxas relativas de produgdo, consumo e
destruicdo. Sua principal funcdo consiste em auxiliar na reparacéo de leséo vascular e impedir
a ocorréncia de hemorragia por participacdo na formacdo de tamp&es hemostéaticos, além de
atuar no processo de inflamacéo e cicatrizacdo de feridas (STOCKHAM & SCOTT, 2018). A
trombocitopenia, diminuicdo da contagem de plaquetas circulantes, pode ser causada por
destruicdo plaquetéaria, aumento do consumo, sequestro ou por supressdo da producdo de
plaguetas (GRINDEM & COWELL, 2009).

O fenobarbital € uma droga anticonvulsivante frequentemente usada em cées
(BERSAN et al., 2014; PINTO et al., 2021) e pode ser usada como exemplo de medicamento
que acarreta a diminuicdo da producdo medular de plaquetas, pois é capaz de ocasionar
necrose medular, mielofibrose ou dismielopoiese (MATHIS et al., 2014; WEISS, 2005;
WEISS, 2012). Quando hé suspeita de o medicamento estar causando a diminuicdo das
plaquetas circulantes a terapia com o farmaco deve ser interrompida e nova contagem
plaquetéria deve ser realizada entre 2 a 6 dias ap6s sua interrupcao. Caso a contagem volte ao
normal, o diagndstico de trombocitopenia medicamentosa é confirmado (SCOTT-
MONCRIEFF, 2015).

A trombocitopenia imunomediada (TIM) é uma sindrome clinica que resulta da
destruicdo acelerada das plaquetas mediada por anticorpos, sendo a causa mais comum de
trombocitopenia grave em cdes. Na TIM os anticorpos sdo dirigidos contra antigenos
plaquetarios, presumivelmente devido a defeito subjacente na regulacdo imune (SCOTT-
MONCRIEFF, 2015). Esses anticorpos sdo tipicamente da classe IgG e sdo mais
frequentemente direcionados contra antigenos de superficie plaquetéaria (SCOOT et al., 2002;
HUANG et al., 2012). A patogénese da desregulacdo imunoldgica que resulta em
trombocitopenia imunomediada ndo é completamente compreendida e é, provavelmente
bastante complexa (LEVINE & BROOKS, 2019).

A TIM pode ser classificada como idiopatica ou priméaria, quando nenhuma causa
subjacente é identificada, ou como secundaria quando decorre de uma afeccéo ja estabelecida
(HUANG et al, 2012), a qual pode ser de origem neoplasica ou inflamatdria/infecciosa
(SCOTT-MONCRIEFF, 2015). Na avaliacdo dos casos suspeitos de TIM deve-se incluir testes

diagnosticos para identificar qualquer doenca desencadeante e, desta forma, melhorar as
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previsdes de progressdo da doenca e a resposta ao tratamento, sendo até hoje um diagndstico
de exclusdo tanto na medicina quanto na medicina veterinéria (LEVINE & BROOKS, 2019).

Para a TIM, a imunossupressao € a base do tratamento e 0 uso de anti-inflamatorios
esteroidais é o tratamento inicial padrdo (NAKAMURA et al., 2012). Outras drogas como
azatioprina, ciclosporina, imunoglobulina intravenosa humana (hIVIg) e vincristina tém sido
administradas em combinacdo com corticosteroides como terapia adjuvante (NAKAMURA et
al., 2012; SCUDERI, 2016). No entanto, a administracdo continua e prolongada de
corticoides pode desencadear o aparecimento de varios efeitos adversos, como
hiperadrenocorticismo iatrogénico, ulceragdo gastrointestinal, hipercoagulabilidade, supresséo
iatrogénica do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e miotomia (NAKAMURA et al., 2012).

Neste contexto, a terapia com células-tronco mesenquimais vem sendo estudada,
principalmente pela sua capacidade de sofrer diferenciacdo linhagem especifica, de modular o
sistema imunoldgico e de secretar importantes fatores bioativos (MIZUKAMI & SWIECH,
2018; NORONHA, 2019). A terapia celular é enderecada ao tratamento de doencas
imunoldgicas, inflamatorias e para as que necessitam de reparo/restauracdo tecidual
(GALIPEAU et al., 2016). Ainda, essas células possuem a capacidade de aumentar a taxa de
multiplicacdo celular e diminuir da apoptose celular (SPESS et al., 2016; AMORIM & DA
CRUZ JUNIOR, 2019).

As células-tronco mesenquimais sdo células somaticas, multipotentes, presentes em
regides perivasculares de tecidos adultos e podem serem encontradas na medula dssea, tecido
adiposo, peridsteo, tecido muscular e ainda em &rgdos parenquimatosos (SINGER &
CAPLAN, 2011; CARNEIRO, 2018). Possuem a capacidade de migrar para locais
inflamatorios devido a alta expressao de receptores de quimiocinas, metaloproteinases de
matriz (MMPs) e moléculas de adesdo e, quando no ambiente inflamatorio, adquirem funcgdes
imunomoduladoras e imunossupressoras aprimoradas (GALIPEAU et al., 2016; DE CASSIA
NORONHA, 2019; SANCHEZ, 2021)

Na medicina veterinaria a literatura sobre o uso de células-tronco mesenquimais vem
crescendo com relatos de seu uso terapéutico em reparos de fraturas e tenddes, na regeneracgao
de cartilagem e no suporte de enxerto apds quimioterapia (HUNG et al., 2002), bem como em
casos de ceratoconjuntivite seca canina (CARNEIRO, 2018) e naqueles cdes com sequelas
neurologicas decorrentes da infeccdo pelo virus da cinomose (SANTOS et al., 2019;
BALDOTTO, 2019).

Com isso, o presente trabalho objetiva descrever o uso de células derivadas da fracéo

total de células nucleadas da medula 6ssea (BMSCs) extraidas da medula 6ssea de um céo
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higido como terapéutica adjuvante no tratamento de um paciente canino com trombocitopenia

persistente e responsiva a corticoide.
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2. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta monografia estdo apresentados sob a forma de nota a ser
submetida para o periddico Ciéncia Rural

Transfusdo de células derivadas da fracdo total de células nucleadas da medula 6ssea em
um canino com trombocitopenia persistente

Jamile Amaral Hasan?, Bruna Antunes?, Leonardo Gaspareto dos Santos?, Camila Benaduce

. 2 .. .
Emanuelli Mello®, Julia da Silva Rauber?, Alexandre Krause®
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Transfusao de células derivadas da fracéo total de células nucleadas da medula dssea em
um canino com trombocitopenia persistente
Transfusion of cells derived from the total nucleated cell fraction of bone marrow in a
canine with persistent thrombocytopenia
Jamile Amaral Hasan®, Bruna Antunest, Leonardo Gaspareto dos Santos?, Camila Benaduce

. 2 . .
Emanuelli Mello®, Julia da Silva Rauber?, Alexandre Krause?

-NOTA-

RESUMO

Trombocitopenias ocorrem por diminui¢do da producao, aumento do consumo ou destruicédo e
podem ser detectadas laboratorial e clinicamente pela observacdo de hemorragias de
severidade variada. A corticoterapia € considerada primeira linha na terapia das
trombocitopenias imunomediadas. Seu uso continuado, entretanto, estd associado a varios
efeitos colaterais. A terapia celular com células-tronco mesenquimais é descrita como
alternativa na terapia imunomoduladora. Dessa forma, este trabalho objetiva relatar o uso de
células derivadas da fracdo total de células nucleadas da medula 6ssea (BMSCs) em uma
cadela com trombocitopenia responsiva a corticoide. A paciente recebia fenobarbital (2,5
mg/kg) quando foi detectada trombocitopenia (15.000/uL) sete meses apds o inicio do
tratamento. Foi observada resposta a corticoterapia, mas, apds sete meses foram observados
sinais de hiperadrenocorticismo. Com o objetivo de reduzir a corticoterapia, foram
transfundidas BMSCs por via intravenosa em trés doses (2,5 x 10° células) com intervalo de
27 e 87 dias da primeira transfusdo. Observou-se aumento na contagem plaquetaria em
hemogramas subsequentes a cada uma das trés aplicagdes de células, embora esse aumento

fosse transitorio. E possivel que resposta mais duradoura possa ser obtida com nimero maior

1 Residéncia Profissional em Area da Satde — Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

2 Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Rurais (CCR), UFSM, Santa Maria,
RS, Brasil.

3 Professor Adjunto do Departamento de Clinica de Pequenos Animais, CCR, UFSM, Santa Maria, RS, Brasil
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de aplicacdes e/ou de quantidade maior de células. A continuidade na terapia com fenobarbital
pode ter influenciado na resposta a terapia, uma vez que essa droga € associada a discrasias
sanguineas. Dessa forma, conclui-se que mais estudos devem ser realizados para a avaliacdo
do efeito da terapia celular na trombocitopenia imunomediada, preferencialmente em
pacientes que ndo recebam drogas que afetem a hematopoiese. A resposta vista apds as
aplicacdes permite afirmar que a terapia celular € uma modalidade terapéutica promissora na
trombocitopenia imunomediada.

Palavras-chave: mielotoxicidade; mielograma;  trombograma,  trombocitopenia

imunomediada.

ABSTRACT

Thrombocytopenias occur by reduced production, and increased consumption or destruction.
This condition can be detected in the laboratory or by the observation of different degrees of
bleeding. Immunosuppressive corticotherapy is considered the first line treatment for immune
thrombocytopenia (ITP). However, continuous use of corticoids is associated to many side
effects. Cell therapy, with mesenchymal stem cells is described as an alternative in
immunomodulation. Therefore, we aim to report the use of cells derived from the total
fraction of bone marrow nucleated cells (BMSCs) in a female with thrombocytopenia
responsive to corticotherapy. The patient had been treated with phenobarbital for seven
months, when thrombocytopenia was detected. Prednisolone 2 mg/kg was effective to restore
platelet counts to the reference values, but the patient started to have signs of
hyperadrenocorticism. In order to reduce corticotherapy, 2,5 x 10° BMSCs s were
intravenously injected three times with an interval of three weeks. The platelet counts
increased after each cell infusion, but the increase was transitory. It is possible that a long-

term response could be achieved with a higher number of injections and/or a higher amount of
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cells/injection. The maintenance of phenobarbital in therapy could be responsible to the non-
optimal response to therapy since this drug is reported in association to blood dyscrasias.
Therefore, we conclude that more studies should be addressed to investigate the effects of cell
therapy in ITP, preferentially in patients not treated with drugs with effects on haematopoiesis.
The observed results allow us to state that cell therapy is a promising therapeutical alternative
in the treatment of ITP

Key-works: myelotoxicity; myelogram; thrombogram; immune thrombocytopenia.

As células-tronco mesenquimais sdo células multipotentes, ndo hematopoiéticas, com
capacidade de se renovar e se diferenciar em varias linhagens de tecido como 0sso,
cartilagem, tecido adiposo, tenddo, masculo e estroma medular (BITTENCOURT et al., 2006;
HUNG et al., 2002; CAMPAGNOLI et al., 2001). Estdo presentes na medula 6ssea (MO), nos
tecidos adiposo e muscular e em oOrgdos parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2006;
MONTEIRO et al., 2010). Segundo o Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy as células-tronco mesenquimais devem apresentar
na sua superficie marcadores moleculares como CD105, CD73 e CD90 e serem negativas
para marcadores como CD45, CD34, CD14 ou CD11lb, CD79a ou CD19 e HLA-DR
(MEIRELLES et al., 2009; DOMINICI et al., 2006).

O uso terapéutico das células-tronco mesenquimais se da principalmente pela sua
capacidade de secretar fatores bioativos com propriedades angiogénicas e antiapoptoticas que
auxiliam a restabelecer o suprimento sanguineo de locais ja lesionados, limitar o campo de
dano tecidual (MEIRELLES et al., 2009; KINNAIRD et al., 2004), inibir a apoptose e a
fibrose local e estimular a mitose de progenitores tecido-especificos e intrinsecos ao tecido
(CAPLAN, 2009; CAPLAN & DENNIS, 2006). Ainda quando na circulacdo exercem funcao

imunomoduladora (CAPLAN, 2009).
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Acredita-se que as células-tronco mesenquimais possam fornecer resposta positiva ao
tratamento de trombocitopenia quando decorrente de alteracbes imunoldgicas que levam a
destruicdo acelerada das plaquetas, bem como processos mielotdxicos que causam a
diminuicdo da producdo plagquetaria. Visto isso este trabalho tem como objetivo relatar o uso
BMSCs em um canino com trombocitopenia responsiva ao uso de corticoide.

Uma fémea, canina, da raca poodle, ndo castrada, com quatro anos de idade foi
atendida no Hospital Veterindrio Universitario da Universidade Federal da Santa Maria
(HVU-UFSM) apresentando quadro de convulsdo generalizada. Apos o exame neurolégico,
foi estabelecido o diagnostico de epilepsia idiopatica. A institui¢do do tratamento ocorreu ap6s
a realizacdo de exames laboratoriais como hemograma e exames bioguimicos para avaliacdo
renal e hepatica. Todos os exames apresentaram resultados dentro dos valores de referéncia
para a espécie. O tratamento instituido consistiu de fenobarbital na dose 2,5mg/kg, BID, de
uso continuo.

Ap0s sete meses de tratamento (06/04/2021), a paciente retornou apresentando queixa
de apatia, dificuldade de caminhar e mimica de vomito. No exame fisico ndo foram
observadas alteragBes. Foram realizados hemograma e dosagem bioquimica de alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), albumina, proteinas totais e ureia. Foi
observada trombocitopenia intensa e discreta anemia normocitica normocrémica (Tabela 1). O
leucograma ndo apresentou alteracdes. Na avaliacdo bioquimica sérica (Tabela 2), a atividade
sérica das enzimas ALT e FA encontravam-se acima dos valores de referéncia. Devido a
anemia e trombocitopenia, foi solicitadA pesquisa de hemoparasita em esfregaco de sangue de
ponta de orelha e exames de imagem. O exame ultrassonografico evidenciou baco com
dimensGes severamente aumentadas (esplenomegalia), parénquima heterogéneo e
normoecogénico, com bordos arredondados e contorno preservado.

Sem evidéncias de hemoparasitose na pesquisa de hemoparasitas, bem como de severa
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anemia e alteracfes plasmaticas como ictericia e/ou hemolise, que normalmente sdo achados
presente em casos de piroplasmose, descartou-se esta possibilidade. Outras afeccdes que
pudessem levar a trombocitopenia foram investigadas, dentre elas o uso continuo de
fenobarbital, entretanto, a suspensdo de sua administracdo ndo foi possivel devido ao grave
quadro epilético.

Optou-se por instituir terapia com anti-inflamatorio esteroidal para diagndstico
terapéutico presuntivo de trombocitopenia imunomediada (TIM), sendo tanto de origem
primaria como secundaria ao uso de medicamento. A dose inicial administrada foi de 2mg/kg
de predinisolona, SID, por via oral até nova avaliacdo. ApoOs trés dias de tratamento
(09/04/2021), o hemograma foi repetido e, neste, observou-se melhora na contagem de
plaquetas , assim como um aumento no hematdcrito, hemoglobina e eritrocitos (Tabela 1). Os
resultados dos outros hemogramas realizados no decorrer do tratamento com corticoide
também estdo expressos na Tabela 1. Ja os resultados dos exames biogquimicos solicitados no
decorrer do tratamento da paciente estdo demostrados na Tabela 2.

No sexto dia (12/04/2021) de tratamento foi reduzida a dose do corticoide para
1,5mg/kg, SID, por via oral, a fim de observar a resposta plaquetaria frente a dose mais baixa
para manutencdo diaria. Apos quatro dias (16/04/2021) da nova dose, novo hemograma foi
realizado e neste observou-se severa queda plaquetéria (Tabela 1), sendo necessario o retorno
da corticoterapia para 2mg/kg. Durante oito meses foi realizado o acompanhamento do
paciente por meio da realizacdo de hemograma (Tabela 1) e avaliacdo bioquimica sérica renal
e hepatica (Tabela 2) devido ao uso continuo de corticoide e fenobarbital.

Em muitos momentos tentou-se a reducdo da dose do corticoide, no entanto, houve
queda das plaquetas circulantes novamente. Em alguns exames se observou uma instabilidade
no numero de leucdcitos totais e de seu diferencial leucocitario, sendo marcado

principalmente pela linfopenia, monocitose e discreto desvio a esquerda (Tabela 1). Ainda,
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por vezes, visualizaram-se mondcitos ativados, linfocitos reativos, macroplaquetas e
alteracdes morfologicas nas hemacias como presenca de corpusculos de Howell-Jolly,
anisocitose, policromasia, rouleaux, heméacias macrociticas e presenca de metarrubricitos.

Com o intuito de investigar alteracdes no baco que pudessem explicar a queda da
massa plaquetaria circulante, optou-se por realizar a citologia por agulha fina sem aspiracéo.
Para tal, a mesma foi realizada guiada por ultrassonografia. As laminas foram coradas com
corante tipo Romanowsky. A analise citopatoldgica caracterizou-se por achados morfoldgicos
citoldgicos normais. A possibilidade de eplenectomia foi sugerida ao tutor, uma vez que essa
representaria uma tentativa de diminuir a destruicdo plaquetaria pelo sistema mononuclear
fagocitico esplénico. Foi realizada a esplenectomia e o 6rgdo encaminhando para o
Laboratorio de Patologia Veterinaria (HVU-UFSM) para exame histopatolégico. O exame
histopatolégico evidenciou metaplasia mieloide multifocal leve e histiocitose multifocal
moderada a acentuada, bem como deplecdo linfoide acentuada. Foi observada também
adjacente as trabéculas, discreta quantidade de macr6fagos com material acastanhado
intracitoplasmatico (interpretado como hemossiderina). Foram ainda visualizadas areas em
que a capsula esplénica estava descontinua formando uma nodulacdo de tecido esplénico
extracapsular, com hemorragia subcapsular focalmente extensa moderada.

Afecgdes imunomediadas, como a anemia imunomediada, além de produzirem
anticorpos contra as células maduras presentes na circulacdo, podem direcionar seu efeito para
precursores na MO (LUCIDI et al., 2017). Ainda, o uso de fenobarbital pode levar a reagdes
idiossincraticas como trombocitopenia, sendo esta dependente da linha hematopoiética
afetada pelo medicamento (SCOTT et al., 2021; JUNG et al., 2015; BERSAN et al, 2014).
Com base nisso, foi realizada a pungéo aspirativa da MO para a realizacdo de mielograma, de
acordo com a técnica descrita por Harvey, 2012. Foi obtido material da parte proximal do

umero e confeccionadas laminas, posteriormente coradas com corante tipo Romanowsky.
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A medula 6ssea apresentava-se hipocelular para a idade, com propor¢do de gordura
superior a 50%, relacdo mieloide:eritroide dentro dos valores de referéncia, discreta
hiperplasia megacariocitica, com predominio de megacariocitos maduros, alguns
discretamente displasicos (lobulacdo nuclear atipica). As séries mieloide e eritroide
apresentavam-se completas e escalonadas, sem alterac6es dignas de nota. Foram observados
numeros aumentados de mondcitos e macréfagos, e estes ultimos apresentavam citoplasma
abundante e vacuolos contendo hemacias, leucocitos e plaquetas. Uma quantidade maior de
celulas reticulares, endoteliais e de estroma, bem como matriz extracelular foram observadas,
sugerindo aumento de tecido fibrotico na medula 6ssea. Os achados de mielograma, em
conjunto sugerem hemofagocitose e fibrose medular, bem como megacariopoiese reativa.

Com o uso prolongado de corticoide em dose alta a paciente comecou a apresentar
efeitos colaterais ao tratamento, dentre eles: ganho de peso e alteragbes bioquimicas na
avaliacdo hepatica (Tabela 2), predispondo ao desenvolvimento de outras patologias
secundarias ao hormonio cortisol. Devido a isso, foi instituido o uso de outras drogas
imunomoduladoras na tentativa de diminuir a dose da corticoterapia. Os farmacos de escolha
foram azatioprina na dose de 2mg//kg, SID e ciclosporina na dose de 5mg/kg, SID. No
entanto, ambos ndo demostraram efetividade.

Apl6s as varias tentativas terapéuticas realizadas, estudou-se a possibilidade de
transfusdo de BMSCs, com o objetivo de diminuir a resposta inflamatoria pela sua capacidade
imunomoduladora, bem como estimular producdo e liberacdo plaquetéria. Para isso, foram
utilizadas BMSCs obtidas a partir da puncéo aspirativa da medula éssea de cdo adulto, higido,
cultivadas por dois meses e criopreservadas a -80°C.

Para sua aplicagdo, as células passaram por processo de descongelamento rapido em
banho-maria a 37° C, centrifugadas por 10 minutos a 300 x g, duas vezes, em meio de cultivo

(DMEM + 10% Soro Bovino Fetal) e resuspensas em solugdo fisiologica estéril para
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aplicacéo intravenosa lenta (5 a 10 minutos) na veia cefalica na quantidade de 2,5x10° células.

Foram realizadas trés transfusdes. Antes de cada transfusdo foram collhidos 4ml de
sangue em tubo com EDTA (10%) para realizacdo de hemograma. A primeira colheita de
sangue para avaliacdo foi definida como 1°T (20/08/2021). No quarto dia pos-transfusédo
(24/08/2021) a paciente retornou ao HVU-UFSM para uma nova colheita de sangue e
avaliacdo das plaquetas e estas apresentaram uma resposta expressiva ocorrendo um marcado
aumento no numero de plaquetas circulantes (Tabela 3). No sétimo dia pos-transfusdo
(27/08/2021) essa resposta ainda era evidente e significativa (Tabela 3) e, entdo, se tentou
diminuir a dose de uso do corticoide de 4mg/kg para 2mg/kg uma vez ao dia, por via oral.

Apbs 12 dias de reducdo da dose da corticoterapia, no 19° dia pos transfusdo
(08/09/2021), foi realizado um novo hemograma de acompanhamento e neste as plaquetas
revelaram uma moderada queda, sendo esta diminuicdo presente, também, apds 14 dias de
reducdo do medicamento (10/09/2021). Com a queda gradual das plaquetas preferiu-se efetuar
uma segunda e terceira transfusdo de BMSCs, estas ocorreram 27 e 87 dias apds a primeira
transfusdo, ditas como 22 T e 3T, respectivamente. Todos 0S exames estdo expressos na
Tabela 3.

Foram administradas as mesmas doses e utilizadas a mesma via nas trés transfusdes. No
entanto, notou-se que ocorreu um aumento moderado na contagem de plaquetas (Tabela 3), na
segunda transfusdo, quando comparadas com a primeira aplicacdo de células, sendo este
aumento e durabilidade ainda menor na terceira transfusdo. Porém, as doses da terapia com
cortisol mantiveram-se menores do que antes das transfusbes, ponto positivo a ser
considerado.

Segundo Scott-Moncrieff (2015) fémeas sdo duas vezes mais acometidas por TIM do
qgue machos e, embora possa ocorrer em qualquer raga, poodles estdo entre a maioria dos

animais acometidos. Esta evidencia entra em acordo com o caso apresentado. Ainda,
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descrevem que a trombocitopenia encontrada em cées com TIM primaria usualmente é grave
(<50.0000 plaquetas/ul) e seu diagndstico s6 pode ser feito apos a exclusdo de outras causas
de trombocitopenia, onde tanto na medicina quanto na veterinaria ndo ha teste padrdo ouro
para tal (PROVAN et al., 2010; LEVINE & BROOKS, 2019). No caso apresentado
observamos marcada trombocitopenia no hemograma, com a investigacdo de causas
secundarias que pudessem estar provocando sequestro e/ou consumo de plaquetas.

Além disso, JUNG et al. (2015) relatam a ocorréncia de trombocitopenia e neutropenia
decorrente do uso fenobarbital, mesmo em doses terapéuticas baixas, mas a patogénese dessas
alteracdes ndo foram totalmente explicadas embora suspeita-se que a destruicdo periférica de
células sanguineas maduras seja por mecanismo de toxicidade. Ainda, ha a possibilidade de o
fenobarbital causar outros efeitos hematoldgicos adversos como mielofibrose e necrose da
medula 6ssea (WEISS et al., 2012; WEISS & SMITH, 2002; WEISS, 2005), sendo desta
forma, também, um possivel causador das alteracdes vistas nos hemogramas da paciente. O
diagndstico da trombocitopenia decorrente do uso de fenobarbital é realizado quando ha a
reversao espontanea do quadro apds a interrupcdo do uso (BERSAN et al., 2014; PINTO et
al., 2021), no entanto, como dito anteriormente, este ndo foi possivel devido a necessidade de
administracdo do medicamento.

Para a realizacdo de diagnostico presuntivo de distdrbio imunuomediado e instituicdo
do tratamento ao paciente, iniciou-se 0 uso de corticoide e por meio deste obteve-se resultado
satisfatorio. Os glicocorticoides atuam na inibi¢do de anticorpos antiplaquetarios, aumentam a
producdo de plaquetas e inibem a fagocitose das plaquetas pelos macrdfagos, trazendo
beneficios terapéuticos ao paciente acometido (FUJISAWA et al., 1993; NAKAMURA et al,
2012). Ainda, relatos em humanos indicam que altas doses de corticoide podem induzir
resposta hematologica (BRAZZELL & WEISS, 2006; YOUNG et al., 1995), explicando desta

forma, também, o aumento consideravel do hematocrito apos instituicdo da terapia.
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No decorrer do tratamento com corticoide foram observadas alteracbes nos
leucogramas como linfopenia e monocitose (Tabela 1), sendo que os esteroides podem induzir
a apoptose de linfocitos e alterar seus padrbes de recirculacdo levando a essa diminuicédo de
linfécitos na circulagdo (WEISER, 2015). Os mondcitos possivelmente sdo transferidos do
compartimento marginal para o circulante ocasionado pelo medicamento o que leva seu
aumento na circulacdo (STOCKHAM & SCOTT, 2018).

A metaplasia mieloide esplénica, histiocitose e hiperesplenismo (MMEHH) indica
padrdo histologico esplénico que demostra a causa e os efeitos das citopenias por sequestro,
podendo ser decorrentes tanto de um hiperesplenismo primario como secundario a varias
doencas que cursam com hiperativacdo dos macrdfagos esplénicos (FIGHERA & GRACA,
2016). Com isso percebemos que ha a possibilidade de o bago ter um papel importante na
trombocitopenia observada, no entanto, sua acdo ainda ndo era a causa base da alteracdo
laboratorial, pois mesmo apo6s a esplenectomia ainda houve a queda no valor absoluto das
plaquetas circulantes.

O aumento do numero de macrofagos na medula 6ssea (>1%) pode ocorrer devido a
necrose medular, processos inflamatorios, neoplésicos ou doencas infecciosas. Ainda, a
presenca de proeminente de eritrofagocitose pode ocorrer em associacdo a anemias
imunomediadas primérias ou secundarias (HARVEY, 2012). Os achados do mielograma sdo
compativeis com a suspeita de alteracdo imunomediada. Observou-se, também, a presenca de
discreta hiperplasia megacariocitica, provavelmente em resposta a trombocitopenia
(STOCKHAM & SCOTT, 2018).

As alteracdes sugestivas de fibrose medular podem ser decorrentes da administracéo
de fenobarbital de acordo com Harvey (2015), que cita como causas de necrose medular
neoplasias mieloproliferativas, neoplasias linfoproliferativas, neoplasias ndo originarias da

medula e decorrente de tratamento medicamentoso com fenobarbital, fenilbutazona e
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colchicina. No entanto, o diagndstico definitivo de mielofibrose s6 pode ser realizado por
meio do exame histopatologico.

A FA é uma enzima de inducdo presente nas membranas celulares e sua producéo
pelos hepatdcitos pode ser induzida por medicamentos como corticosteroides e
anticonvulsivante, tendo como exemplo o fenobarbital (ALLISON, 2015). O paciente em
questdo apresentou aumento progressivo enzimatico da atividade durante o0 seu
acompanhamento explicado, entdo, pela isoforma da FA induzida pela administracdo continua
dos dois medicamentos citados acima. Ainda, observamos que a ALT, de mesma forma,
apresentou aumento expressivo em sua atividade (Tabela 2). Este aumento pode ser explicado,
também, pelo uso de corticoides exdgenos, mas ndo se pode descartar a possibilidade de uma
verdadeira lesdo da membrana dos hepatdcitos que leva ao extravasamento da enzima
(ALLISON, 2015). O tratamento de patologias com o uso de glicocorticoides pode resultar
em alteracdes progressivas no figado que comprometem a funcéo dos hepatocitos (RUTGERS
etal., 1995; PEREIRA et al., 2011).

A resposta imediatamente posterior a aplicagdo das BMSCs sugere atuacdo favoravel
no aumento da massa plaquetaria circulante mediante suas propriedades imunoldgicas.
Quando ocorre a interacdo paracrina das células-tronco mesenquimais com o INF-,
produzidos pelas células imunes do organismo, as células-tronco mesenquimais liberam
diversos fatores sollveis que atuardo sobre os linfécitos e as células dendriticas
apresentadoras de antigenos (MONTEIRO et al., 2010; NAUTA & FIBBE, 2007).

As células-tronco mesenquimais interferem na diferenciacdo, maturacdo e atividade
das células dendriticas apresentadoras de antigenos decorrentes da producéo de interleucina-6
(IL-6) e de fator de crescimento estimulador de macréfago (M-CSF) (MONTEIRO et al.,
2010). Estudos relatam que possuem a capacidade de inibir a proliferacdo de células B

(GLENNIE et al., 2005; NAUTA & FIBBE, 2007), bem como afetar sua diferenciacao,
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producdo de anticorpos e seu comportamento quimiotatico (CORCIONE, et al., 2006;
NAUTA & FIBBE, 2007). Desta forma, levam a diminuicdo de anticorpos antiplaquetarios, o
que minimiza a destruicdo das plaquetas circulantes.

Outro mecanismo provocado pela aplicacdo de células-tronco mesenquimais a ser
considerado é sua capacidade de funcionar como pericitos vasculares (CAPLAN, 2008;
CAPLAN, 2009) onde sua atividade trofica limita o campo de dano, garante que ndo ocorra a
cicatrizacao (fibrose), e que os progenitores intrinsecos do tecido substituam as células
apoptoticas (CAPLAN, 2009). Desta forma, a terapia celular apresentada no caso pode ter
melhorado o microambiente medular a partir da sua funcdo angiogénica e capacidade de
sofrer diferenciacdo especifica. No entanto, deve-se considerar que a administracdo de
fenobarbital ndo pode ser desfeita 0 que pode ter interferido na manutencdo do nimero de
plaquetas circulantes, bem como interferido no aumento da sua contagem, visto apds as
transfusdes seguintes.

A partir dos resultados obtidos é possivel observar 0 aumento da contagem plaquetéaria
apos a terapia com celular. O aumento observado foi transitorio, e pode dever-se a varios
fatores, como a dose de células utilizadas, a ndo interrupcdo da terapia com um farmaco
potencialmente mielotdxico, ou fatores associados a condicdo primaria da paciente. Dessa
forma, sugere-se mais estudos da utilizacdo de BMSCs em pacientes com trombocitopenia,
com variacdo de doses, nimero de aplicaces e, se possivel, sem 0 uso concomitante de
drogas que possam influenciar a hematopoiese. A partir dos resultados obtidos é possivel
também concluir que a terapia é uma alternativa promissora e segura no tratamento de

condigdes imunomediadas, como a trombocitopenia observada no presente caso.
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1 Tabela 1: Hemogramas realizados no periodo pré-transfuséo de células derivadas da fracdo total de células nucleadas da MO em um canino,

2 fémea, poodle, quatro anos, com quadro de trombocitopenia no periodo de 06/04/2021 a 11/08/2021.

HEMOGRAMAS REALIZADOS ANTES DAS TRANFUSOES

06/04 09/04 16/04 20/05 08/06 17/06 12/07 30/07 11/08 Referéncias*

Eritrécitos 4,71 6,57 6,77 6,76 5,99 5,17 5,54 5,54 5,19 5,7-8,5/uL
Hemoglobina 11,9 17,0 17,6 18,7 17 13,2 14,6 14,9 15,3 14,1-20,1g/d
Hematdcrito 32,6 50,5 50,7 52,8 47,4 38,9 43,9 45 41 41-58%
VCM 69,3 77 74,9 78 79,2 75,3 79,3 81,3 78 64-76FL
CHCM 36,5 338 34,7 354 35,8 339 33,2 331 36 33-36%
RDW 10,2 11,9 10,7 12,7 10 10,8 10,8 12 12,2 10,6-14,3%
PPT 6,8 8,2 7,8 7,2 7,2 6,8 8,0 9,0 8,9 5,9-7,89/d
Plaquetas 15.000 | 58.000 | 6.000 225.000 90.000 | 66.000 | 51.000 | 90.000 | 135.000 |186.000-545.000/puL
Leucécitos 4.800 7.900 8.600 13.700 10.700 | 10.500 | 11.500 | 9.000 12.800 5.700-14.200/pL
Bastonetes 0 0 86 0 0 0 0 0 128 0-100/pL
Segmentados 3.168 5.214 6.622 11.371 6.741 8.505 10.005 | 6.750 9.344 2.700-9.400/uL
Linfécitos 1.488 1.580 1.634 411 2.140 630 575 900 1.152 900-4.700/uL
Monécitos 0 237 172 1.644 1.177 1.155 690 1.080 2.048 100-1.300/pL
Eosindfilos 144 79 86 274 642 210 230 270 0 100-2.100/pL

3 *Valores de referéncia segundo Cornell University (2008).

4 VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Red Cell Distribution Width; PPT: Proteinas

5 Plasméticas Totais.

6

7  Tabela 2: Resultados das analises bioquimicas solicitadas durante o acompanhamento de um canino, fémea, poodle, quatro anos, com quadro de

8 trombocitopenia no periodo de 06/04/2021 a 01/12/2021.

BIOQUIMICA SERICA

06/04 19/04 | 26/05 | 01/06 | 12/07 | 11/08 | 2810 | 16/11 | 0112 | Referéncias
Albumina 25 27 26 26 33 2,6 27 28 30 | 32-41g/dL
ALT 240 487 604 368 497 1.004 964 1433 | 1.082 17-95U1/L
Creatinina 09 08 06 06 08 07 07 *ox 04 | 06-14mg/dL
FA 892 1595 | 2748 | 3.068 | 4073 | 5520 | 4308 | 6875 | 5278 7-1150U1/L
Proteinas totais 59 6,9 77 *ox 6.6 6.8 49 51 60 5,5-7,2g/dL
Ureia 30 43 39 % 44 61 23 sox 18 9-26 mg/dL

9  *Valores de referéncia segundo Cornell University (2008).
10 **Dosagem sérica ndo realizada

11 ALT: Alanina Aminotransferase; FA: Fosfatase Alcalina.

12
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1 Tabela 3: Eritrogramas realizados no decorrer das transfusdes de células derivadas da fracdo total de células nucleadas da MO em um canino, fémea,
2 poodle, quatro anos, com quadro de trombocitopenia no periodo de 20/08/2021 a 01/12/2021.
ERITROGRAMAS REALIZADOS DURANTE AS TRANSFUSOES
20/08 24/08 27/08 08/09 10/09 16/09 22/09 13/10 28/10 16/11 23/11 01/12 | Referéncias*
RBC 5,53 6,08 5,43 6,4 6,2 6,72 6,25 6,06 6,15 5,96 6,13 6,49 5,7-8,5/uL
HGM 15,4 15 15,2 16,9 16,4 17,0 17,2 16,3 16,6 15,6 16,1 16,8 14,1-20,1g/d
HCT 44,4 45 42,8 50 48,2 51,8 47,7 46,2 47,1 48 46,7 50 41-58%
VCM 80 74 78,9 78,2 77,9 77,1 76,4 76,3 76,6 80,5 76,2 77 64-76FL
CHCM 34,6 33,3 35,5 33,8 34,0 32,8 36 35,2 35,2 32,5 34,5 33,6 33-36%
RDW 12,1 12 11,3 11 11 111 11,1 12 11,6 13,2 12 11,5 10,6-14,3%
PPT 8,4 8,8 8,8 8,0 8,0 9,0 8,6 8,4 78 74 7,6 74 5,9-7,8g/d
PLAQ 86.000 | 234.000 | 259.000 | 150.000 | 174.000 63.000 147.000 | 180.000 | 70.00 98.000 213.700 23.000 186.000-
0 545.000/pL
MET 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

N o o BW

OBS: 20/08 1°T; 16/09 22 T; 16/11 32 T.

*Valores de referéncia segundo Cornell University (2008).

RBC: Red blood cells; HGM: Hemoglobina; HCT: Hematdcrito; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentragdo de Hemoglobina

Corpuscular Média; RDW: Red Cell Distribution Width; PPT: Proteinas Plasmaticas Totais; PLAQ: Plaquetas; MET: Metarrubricitos.
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3. CONCLUSAO

Conclui-se que a utilizacdo das células derivadas da fracdo total de células nucleadas
da MO teve influéncia na contagem plaquetaria, no entanto pode ter ocorrido interferéncia da
terapia estabelecida para o paciente. Mais estudos sdo necessarios, principalmente em cées
com diagnostico estabelecido de trombocitopenia imunomediada, ou de alteracdes medulares

primarias, com o objetivo de avaliar os efeitos da terapia celular na hematopoiese.
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ANEXO A: - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA CIENCIA RURAL

Normas para publicacéo

ESCOPO:

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a

area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletrénica e editados
preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderdo ser traduzidos
apos a 1° rodada de avaliagdo para que ainda sejam revisados pelos consultores ad hoc e editor
associado em rodada subsequente. Entretanto, caso ndo traduzidos nesta etapa e se aprovados
para publicacdo, terdo que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas
credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de

traducdo pelas mesmas para seguir tramitacdo na CR.

Empresas credenciadas:
- American Journal Express (http://www.journalexperts.com/)
-Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

-BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

-Edanz (http://www.edanzediting.com) - Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount
for CR clients. Please inform Crural10 code.

-Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special rates. -
GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

-JournalPrep (http://www.journalprep.com) - Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br,
bridge.textecn@gmail.com)

-Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

As despesas de traducdo serdo por conta dos autores. Todas as linhas deverdo ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 X
297mm com, no méximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens superior,

inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de
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paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisdo bibliografica e 8 para nota, incluindo
tabelas, gréaficos e figuras. Figuras, gréficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do
texto e individualmente por pagina, sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem estar

com apresentacdo paisagem.

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) deverd conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdo
de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo e Referéncias;
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo; Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacdo de um comité de ética
institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado

(Declaragédo Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).

4. A revisdo bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducéo;
Desenvolvimento; Concluséo; e Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de
Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacdo de um comité de ética institucional j& na submissdo.
Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano,

Declaragdo Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com
introducdo; metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou
figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe
Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacdo de um comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser

enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).
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6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes
informacOes em inglés, exceto para artigos submetidos em portugués (lembrando que
preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informag0es acesse o seguinte tutorial. Nao seréo fornecidas separatas.

Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no endereco eletrdnico da revista

www.scielo.br/cr.

8- Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser
mailscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo.
O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem

aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

9. As citacOes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas seguidas do ano
de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por
MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formacdo congénita
(MOULTON, 1978).

10. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas

préprias da revista.

10.1. Citag&o de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery.Philadelphia: Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazoénia a bovinos e
outros herbivoros.Manaus: INPA, 1979. 95p.

10.2. Capitulo de livro com autoria:


http://www.scielo.br/cr
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GORBAMAN, A.A comparativepathologyofthyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The
thyroid.Baltimore. Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

10.3. Capitulo de livro sem autoria:
COCHRAN, W.C. The estimationofsamplesize. In: . Sampling techniques.3.ed. New
York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.

TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia.In: .Técnicas cirurgicas em
animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

10.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificacdo DOI

(Digital Objectldentifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages
of the stored product pests Triboliumconfusum (Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and
Plodiainterpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research,
Amsterdam (Cidadeopcional), v.37, p.153-164, 2001.Disponivel em: . Acesso em: 20 nov.
2008. doi: 10.1016/S0022- 474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, AR. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestesferrugineus  (Stephens) and Oryzaephilussurinamensis (L.) to different
concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural, Santa Maria
(Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Disponivel em: . Acesso em: 25 nov.
2008. doi: 10.1590/S0103-84782008000800002.

10.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria :Pro-reitoria de Posgraduacéo e Pesquisa, 1992. V.1.
420p. p.236.

10.6. Tese, dissertacéo:
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COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos
(Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese
(Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pos-graduacdo em Zootecnia,

Universidade Federal de Santa Maria.

10.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Producdo Animal, 1942,
20p. (Boletim Técnico, 20).

10.8. Informagao verbal:

Identificada no préprio texto logo apos a informacéo, através da expressao entre parénteses.
Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto, antes
das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail), e/ou local,
evento, data e tipo de apresentacao na qual foi emitida a informacéo.

10.9. Documentos eletrénicos:

MATERA, J.M. Afeccdes cirurgicas da coluna vertebral: anélise sobre as possibilidades
do tratamento cirurgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD.
35

GRIFON, D.M. Artroscopicdiagnosisofelbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague:
WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Acessado
em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen.Maturitas, (Ireland), v.34, n.2,
p.179-184, Feb 15, 2000.0btido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Acessado em 23
mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www. Medscape.com/server-

java/MedlineSearchForm
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MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Anélise comparativa entre duas técnicas de recuperagdo
de Ulcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO
LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes, Argentina.
Anais... Corrientes :Facultad de CienciasVeterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de
31/2. Para uso em PC.

11. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em
algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominacdo quadro. As figuras devem ser
disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e gréficos (com largura de
no maximo 16cm) devem ser feitos em editor gréfico sempre em qualidade méxima com pelo
menos 300 dpi em extensao .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do nimero

de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder uma lauda.

12. Os conceitos e afirmacfes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)

autor(es)

14. Seré obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo
tramitara enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta

prévia para a Comissao Editorial outro expediente poderé ser utilizado.

15. Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacéo.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o0 encaminhamento de

uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de davida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a

Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitagdo. Artigos
reencaminhados (com deciséo de RejectandRessubmit) deverdo pagar a taxa de tramitacéo
novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa de tramitacdo

reembolsada.
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20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio usando o

programa “Cross Check”.



