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RESUMO

A ablacdo total do bago aumenta o risco de morte por infecgdo, seja qual for a
indicacdo, a faixa etéria ou 0 agente infeccioso. O trauma é responsavel por grande
nimero de pacientes asplénicos, e a malaria é endémica na cidade de Manaus. O baco é
crucial no controle da maléria posto ser o responsavel pelo clareamento dos parasitas
gue se rediza através da rede de filtracdo. O aumento da parasitemia implica na
ampliacdo dessa rede para garantir a resolugdo da infecgdo. Estudou-se a evolucéo da
parasitemia em camundongos com esplenectomia total, com esplenectomia parcial e
n&o-esplenectomizados. A inducdo da infeccdo foi pelo Plasmodium berghei, com 10°
hemécias infectadas. O indice de parasitemia dos animais submetidos a esplenectomia
parcial foi de 13%, e dos com esplenectomia total de 104 %, quando comparados com
0s nao-esplenectomizados ao final do experimento. Os nivels das imunoglobulinas M e
G ndo demonstraram uma tendéncia quando comparados os diferentes grupos. O baco é
indispensavel para o controle da infeccdo malérica no camundongo. A manutencéo de
parte do tecido esplénico demonstrou a eficiéncia no controle da parasitemia,
corroborando com estudos anteriores de que a asplenia dificulta o controle da

parasitemia, tornando mais susceptiveis a cursos fatais.

Palavras-chave: Esplenectomia. Maléria experimental. Sepse. Infeccdo fulminante.



ABSTRACT

The total ablation of the spleen increases the risk of death by infection, whatever the
indication, the age group or the infectious agent. The trauma is responsible for large numbers
of splenectomized patients, and the malaria is an endemic pathology in Manaus. The spleen is
crucial in the control of malaria because it's responsible for clearing the parasites that are
donne through the filtration’s network. The increase of the parasitemia implies in an extension
of that network to ensure the infection’s resolution. It was studied the parasitemia’ s evolution
in mice with total splenectomy, with partia splenectomy and non-splenectomized. The
infection’s induction was by Plasmodium berghei, with [0° red blood cells infected. The index
of animal’s parasitemia of subjected to partial splenectomy was 13%, and the index with
splenectomy total of 104% when it is compared with non-splenectomized in the end of the
experiment. The levels of immunoglobulin M and G don’'t show a trend when compared the
different groups. The spleen is indispensable for the control of the malaric infection in the
mouse. The maintenance of part of the fabric esplenic demonstrated to the efficiency in the
control of the parasitemia, corroborating with previous studies of that the asplenia makes it

difficult the control of the parasitemia, becoming easier to happen the fatal courses.

Keywords: Splenectomy. Experimental malaria. Sepsis. Overwhelming infection.
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1. INTRODUCAO

As endemias voltam a preocupar o Brasil e a mal&ria, em particular, 0 Amazonas.
Exemplos recentes da importancia da acelerada urbanizaco no contexto da maléaria séo as
grandes invasdes nas &reas do entorno das cidades de Manaus e Porto Velho, com ocupacéo
desordenada, dificultando o plangjamento e a execucdo de operagdes de controle da maléria,
ocasionando assim epidemia da doenca (BRASIL, A maléaria no Brasil, 2005). No Amazonas
a maléria assumiu uma magnitude que obrigou as autoridades a decretar, em 2005, situacdo
de emergéncia epidemiol 6gica em dezesseis municipios, entre 0s quais estava o municipio de
Manaus (AMAZONAS, Decreto n. 25.324, 2005). O aumento dos casos na capital esta
relacionado principamente com os fluxos migratorios. As populagdes interioranas
abandonam seus municipios por fata de mercado de trabalho e formam as periferias dos
centros urbanos. Hoje, os servicos de salde tém dificuldades para controlar a transmissgo,
pois lidam com populacdes que se deslocam de regifes malarigenas e vivem em precarias
condi¢des ambientais e sociais.

O potencia de expansdo da malaria no Amazonas deve preocupar as autoridades,
haja vista a expansdo desordenada da periferia da capital, e os grandes impactos ambientais
no estado, como por exemplo, a construcdo de barragens hidrelétricas no rio Madeira, que
inevitavelmente levara a chegada de trabalhadores de &reas malarigenas e ndo-malarigenas, e
de massa secundaria de pessoas, que irdo para 0 comércio e para o ramo de diversdo, entre
outros.

Outrossim, verificamos que o trauma representa um grande problema de salde
publica no Brasil e no mundo, que tem provocado forte impacto na morbidade e letalidade
das populagbes, as denominadas causas externas (DRUMMOND, 1992; GEYER;

ALBARRAN; BREIGEIRON, 2007). O trauma era a terceira causa global de mortalidade no
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Brasil e no mundo. Era ainda a primeira causa de 6bito nafaixa entre cinco e quarenta anos, e
eraresponsavel por cerca de cinqlienta por cento das mortes entre um e quinze anos, segundo
0 Programa de Enfrentamento as Emergéncias e Traumas do Ministério da Salde do Brasil,
1990. As causas externas matavam, em nosso pais, no final do século XX, por volta de cento
e vinte mil pessoas por ano (BRASIL, Resolucdo CNS n. 309, 2001). A concentragcdo dos
acidentes e da violéncia € visualmente mais clara nas areas urbanas, que concentram setenta e
cinco por cento do total de mortes por causa da violéncia (BRASIL, Portaria MS n. 737,
2001). No ano de 2004, foram computadas cerca de 150.000 mortes decorrentes de
traumatismos (Trauma e violéncia, 2008), e 450.000 pessoas com sequelas irreversiveis
(Trauma: devastadora doencga do século X X1, 2008).

O bago é um dos 6rgéos parenquimentosos mais lesados nos traumatismos contusos
de abdome e térax inferior, e a conduta predominante ainda é a ablag&o total do 6rgdo. A
esplenectomia total aumenta o risco de morte por infeccdo tanto em adulto e principalmente
em criangas, independente da indicacdo e da época apés a cirurgia (BIROLINI; OLIVEIRA,
1985; FISCHER; SIEBERT JUNIOR. Trauma esplénico. In: Cirurgia do Trauma, 2003;
MARQUES; PETROIANU, 2003). Em Manaus, analisou-se no Servigo de Arquivo Médico
e Estatistico do Pronto Socorro 28 de Agosto (AMAZONAS, SAME. PS 28 de Agosto), as
causas de trauma e violéncia nos Ultimos oito anos, como uma amostra do problema
Predominou o acidente de trénsito com 37,6%, com numeros acima dos indices nacionais
relatados na década de 1990 e proximo dos atuais 40% (BIROLINI. In: DRUMMOND,
1992; TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE x TRAUMA
2008). Ha coincidéncia entre as faixas etarias de maior ocorréncia de trauma e maaria: 0 a
40 anos (Programa de Enfrentamento as Emergéncias e Traumas do Ministério da Salde,
1990; Resolucdo CNS n. 309, 2001; BRASIL, Situacéo epidemiol6gica da malaria no Brasil,

2005), o que aumenta a probabilidade de pacientes asplénicos cursarem com infeccéo
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malérica. Existem poucos estudos prospectivos comparando a infeccdo malarica em
pacientes que foram submetidos a esplenectomia tota e em individuos ndo
esplenectomizados (TRAETOW; FABRI; CAREI, 1980; NASSIF, et d., 2004).

Levaram a proposi¢cdo do trabalho, o grande nimero de vitimas do trauma na capital
do Amazonas, 0 expressivo nimero de rupturas traumaticas do baco e, em consegiiéncia, a
ablacdo total esplénica; o grande nimero de pacientes com malaria na cidade de Manaus, e,
as complicagdes nos pacientes asplénicos. Em fungdo das limitagcbes dos ensaios clinicos,
tornou-se necessario um modelo experimental adequado ao estudo da maléaria, no caso o
camundongo, para responder como evolui o animal esplenectomizado com maléria induzida

pelo Plasmodium berghei.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Maléria

A maaria é reconhecida como um grave problema de salde do mundo,
estimando-se segundo os dados da Organizacdo Mundia de Saide (OMS), que 40% da
populacéo mundial viva em érea de risco de transmisséo da maléria, em mais de cem paises
(ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE, 2005; OMS, 2007). Ainda de acordo com a OMS,
estima-se a ocorréncia anual de 300 a 500 milhdes de casos clinicos, e pelo menos um
milh&o de dbitos de criangas menores de cinco anos. A maioria dos 6bitos, 90%, ocorre na
Africa (RODRIGUES; TSUJI, 2000; BRASIL, Programa Naciona de Controle da Maléria,
2003-PNCM; FERREIRA, M.S. Mdaria. Patologia, Fisiopatologia, Quadro Clinico e
Diagnéstico. In: VERONES!: Tratado de Infectologia, 2005; OMS, 2007). Entre as doengas
transmissivels, a malaria ainda é hoje o principal problema brasileiro (TAUIL, et al., 1985;
BRASIL, PNCM, 2003), e continua sendo um grave problema de Salde Publica na Regido
Amazonica (LADISLAU; LEAL; TAUIL, 2006).

No Brasil, a maéria registra cerca de 600 mil casos por ano principalmente na
regido da Bacia Amazbnica, incluindo os estados do Acre, do Amazonas, de Roraima, do
Amapd, de Rondbnia, do Para, do Mato Grosso, do Tocantins e da regido ocidental do
Maranh&o, onde ocorrem cerca de 99,5% dos casos, segundo os dados da Secretaria de
Vigilancia em Salide do Ministério da Salide (2003). Devido a sua ampla incidéncia e aos
efeitos debilitantes, a malaria € a doenca que mais contribui para a decadéncia do homem na
Regido Amazonica, além de reduzir os esforgos das pessoas para desenvolver seus recursos
econdmicos, capacidade produtiva e melhorarem sua qualidade de vida. A incidéncia da

malaria na Amazonia continuou elevada em 2004, com incidéncia parasitaria anua (IPA)
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de 19,9 casos por 1000 habitantes (BRASIL, Situacéo Epidemiol6gicada Maléria no Brasil,
2005).

A mais recente intervencdo para controle da maléria no Brasil foi o Plano de
Intensificacdo das Ac¢des de Controle da Malaria na Regido Amazénica (PIACM), que foi
lancado pelo Ministério da Salde (MS) em julho de 2000, diante da grave situacdo da
doenca no pais em 1999. O plano tinha como principal meta reduzir em 50% os casos da
doenca, até o final de 2002. Houve sensivel reducéo no IPA em sete de nove Estados,
representando uma queda no I1PA daregido de 31,9 para 19,9 no mesmo periodo. Embora a
reducdo até 2002 tenha sido muito expressiva, a partir desse ano houve progressivo
incremento, refletindo as dificuldades na sustentagdo das estratégias utilizadas até entdo
para o controle dessa doenca. Esse aumento pode ser atribuido, principalmente, as
epidemias nas cidades de Porto Velho, Manaus e municipios do entorno, e Cruzeiro do Sul
no Acre, iniciadas no ano de 2002 (BRASIL, Situacdo Epidemiol6gica da Maaria no
Brasil, 2005).

Na perspectiva de manter a maléria em nimeros aceitaveis no Brasil, surge em
2003, o Programa Nacional de Controle daMaléria (PNCM) do Ministério da Salde, com a
proposicéo de fornecer as diretrizes para os governos federal, estadua e municipal, em
parceria com a sociedade organizada, para desenvolverem as atividades necessérias ao
controle da doenca. Apesar dos avancos, diversos problemas ndo foram solucionados e a
incidéncia da malaria continua ata. A meta de eliminar a transmissdo da maléria em areas
urbanas nas capitais até 2006, ndo foi alcancada. Era preocupacéo do PNCM, ainda, ampliar
0 sistema de vigilancia em estados ndo-amazoénicos, onde nos ultimos anos tém ocorrido
surtos de maléaria. Estes Estados séo receptiveis para a transmissdo da doenca, e o Servico
de Vigilancia em Salde de alguns municipios é carente de estrutura para o enfrentamento

do problema (BRASIL, PNCM, 2003).
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Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, a malaria permanece como
um dos maiores problemas de salide a ser combatido. Segundo a OMS, amalaria € a doenca
tropical mais preocupante, pois além de ser responsavel por muitas mortes, € a enfermidade

gue mais acarreta problemas sicio-econdmicos.

2.2 Risco da urbanizacdo da maléria

Nos ultimos anos, Manaus e Porto Velho apresentaram extensas areas de
aglomerados urbanos em regides periféricas, configurando-se como importantes locais para
a ocorréncia da infeccdo por receberem intenso fluxo de pessoas que se deslocam de seus
municipios em busca de oportunidades de trabalho ou necessidades comerciais. Esses dois
municipios concentraram 26,9% e 22,9% dos casos de mal&ria na Regido Amazobnica nos
anos de 2003 e de 2004, respectivamente (BRASIL, Situacéo Epidemiol 6gica da Malariano
Brasil, 2005).

A expansdo demogréfica e econdmica da capital do Amazonas é fruto da distorcéo
de uma politica de desenvolvimento que vem sendo posta em prética ha décadas. O interior
foi abandonado como se o Estado do Amazonas fosse apenas Manaus, a qua se
transformou em cidade-estado. Sem uma politica de fixacgo dos habitantes nos municipios
do interior do Estado, a falta de estimulos as suas potencialidades econdmicas e a expansdo
do Pdlo Industrial de Manaus desencadearam o éxodo rural, ocasionando na capital uma
expansdo desordenada, manifestada pelas invasbes na periferia urbana, tendo como
consequiéncia o desmatamento em amplas areas, levando a perda do equilibrio com 0 meio
ambiente. Associados a estes fatores, somaram-se a construcéo de casas precarias, nas

proximidades de igarapés, tanques para piscicultura, que juntos as condic¢es ambientais de
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calor e umidade, propiciam as condicdes adequadas a expansdo dessa doenca. Aproximou-
se assim, esta populacéo fragilizada de imigrantes internos e externos que, convivendo em
precarias condicfes sociais e econbémicas, tornou-se alvo fécil para as doencas entre as
quais, a malaria. O crescimento da populacdo exacerbou as necessidades dos servigos de
salde e de acles sociais, com as repercussdes decorrentes das desigualdades sociais, com
reflexos nos indices das doencas infecciosas. Um aspecto importante na dindmica da
transmissdo da malaria, ocorrido no periodo do PIACM, foi o aumento do risco de
urbanizacdo da doenca, contrariamente ao que o Plano previa em seu inicio (LADISLAU;
LEAL; TAUIL, 2006).

A expansdo da maéria em 2005 ndo ocorreu apenas na cidade de Manaus
(BRASIL, Situagdo Epidemioldgica da Maléria no Brasil, 2005), mas também em outros 15
municipios do estado, o que exigira de nossos dirigentes uma mudanca na politica
econdmica e social, de modo afixar os interioranos em seus municipios, e, até retornarem a
estes, através de politicas de estimulos as suas potencialidades econémicas, gerando
trabalho e riqueza. N& ha plangamento urbano-ambiental para a expansdo da capital
amazonense, e ha caréncia de informagdes a populagéo de como se processa a transmissao
da doenca e de como evit&la. Assim, grande parte do nimero de casos de mal&ria em
Manaus, estdo diretamente ligados as invasdes, ocorridas na periferia, que contribuem para
a propagacdo da doenca, posto que constituem processos de urbanizagdo acelerados,
desordenados, ndo acompanhados de infra-estrutura e servicos adequados, principa mente
saneamento basico. Propiciam condicfes favoraveis a manutencdo da endemia malarica na
capital do Amazonas os seguintes fatores. a descontinuidade das medidas profiléticas, o
aparecimento da resisténcia dos plasmaédios as drogas; os fatores ambientais, econdmicos,

sociais e culturais, envolvendo o meio ambiente, natura e o construido, bem como a
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expansdo desordenada da cidade associados a vulnerabilidade da populacéo da periferia

(GONCALVES, 1999).

2.3 Gravidade eimportancia da maléria

Na Amazbnia, a maior parte dos casos € devido ao Plasmodium vivax. No entanto,
€ preocupante o incremento do percentua de casos de maléria por P. falciparum, o que
favorece a ocorréncia da doenca nas formas mais graves e de 6bitos. No periodo de 1999 a
2004, houve aumento de maléria pelo P. falciparum de 18,6% para 23,4%, e os Estados que
contribuiram para este incremento foram: Amazonas, Amapa, Maranhdo, Pard e Rondbnia
(BRASIL, A maléria no Brasil, 2005). Outro fator a ser destacado, € que no ano de 2004 o
grupo etario de 15 a 49 anos concentrou 0 maior percentual de casos — 59%, seguido dos
grupos de até 15 anos — 32%, e acima de 49 anos — 9% (BRASIL, Situagéo epidemiol 6gica
da maléria no Brasil, 2005). A esplenomegalia em consequiéncia de repetidos episodios da
maléaria predispbe a lesdo esplénica, particularmente nos casos de trauma de baixa
intensidade (BOONE; WATTERS, 1995). A expansdo da endemia na Amazonia e o risco
da reintroducdo da malaria nas regides onde ela jafoi erradicada sdo problemas que devem
causar crescente preocupacdo. Ha risco de grandes epidemias, pois a maior parte da
populagdo ndo possui mais imunidade, se 0 parasita for introduzido, e as medidas imediatas

de controle focal néo serealizarem (TAUIL, et a., 1985; PNCM, 2003).
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2.4 Confirmagcao diagnéstica

A confirmacdo do diagndstico da maéaria é realizada pela demonstracéo da
presenca de parasitas em lamina de sangue periférico: distensdo e gota espessa. Estima-se
gue é possivel encontrar parasitas quando a parasitemia € igual ou maior que dez parasitas
por microlitro (uL) (FERREIRA, M.S. Mdaria. Patologia, Fisiopatologia, Quadro Clinico e
Diagnostico. In: VERONESI: Tratado de Infectologia, 2005). A distensdo do sangue
periférico, corado com o Giemsa, permite a identificagdo da espécie infectante, 0 que € de
primordial importancia para o tratamento. A gota espessa corada pelo azul do metileno-
Giemsa, método de Walker, permite ter sensibilidade superior a distensdo, quanto a
deteccdo do plasmdédio infectante, particularmente quando a parasitemia for baixa
(SCHECHTER; MARANGONI, 1998). Inimeros testes sorolégicos para a deteccdo de
anticorpos tém sido ensaiados nesta doenca, mas nenhum deles, até o momento, pdde
substituir a demonstracdo dos parasitas no sangue como método diagndstico idea nas
formas agudas da doenca (FERREIRA, M.S. Maéria: Patologia, Fisiopatologia, Quadro
Clinico e Diagnéstico. In: VERONESI: Tratado de Infectologia, 2005).

O diagndstico hemoscopico, apesar de ser bastante especifico, ndo é
suficientemente sensivel para detectar portadores assintométicos, pessoas com baixa
parasitemia e individuos que estejam entre uma crise e outra, ou, entre uma recaida e outra
de malaria pelo P.vivax. O diagnéstico sorolégico permite a triagem em uma populagéo,
reduzindo-se 0 universo as pessoas com sorologia positiva. A sorologia encontra sua maior
aplicacdo em areas endémicas, onde individuos parcial mente imunes raramente apresentam
parasitas detectaveis por exame direto. Também se utiliza em locais onde existam focos
isolados de transmissdo em areas ndo endémicas, haja vista a enorme ameaga que

representam em termos de mal&ia pos-transfusional (TAUIL, et al., 1985). A
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imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagdo, ELISA e radioimunoensaio estdo entre os
mais usados rotineiramente, e tais métodos podem ser particularmente Uteis em estudos
soroepidemiol 6gicos, como a determinacdo da endemicidade de uma determinada area ou a
identificacdo de um provavel foco da doenca. De todas as técnicas soroldgicas
mencionadas, a imunofluorescéncia indireta parece ser a mais sensivel delas, e atualmente,
tem sido a mais utilizada nos estudos de campo (FERREIRA, M.S. Mdéria: Patologia,
Fisiopatologia, Quadro Clinico e Diagnéstico. In: VERONESI: Tratado de Infectologia,
2005). Uma limitagdo da imunofluorescéncia indireta, € que necessita de algum tempo para
haver uma resposta do hospedeiro contra o0 parasita, e assim detectar-se 0s anticorpos
testemunhas no soro (TAUIL, et al., 1985).

O método de diagndstico oficialmente utilizado no Brasil é o de gota espessa que
€ simples, eficaz, baixo custo (PNCM, 2003), de observacdo direta, exequivel em campo,
servindo ndo sO para diagnosticar, mas também para monitorar a evolucdo clinica e
terapéutica (FERREIRA, M.S. Madaria. Patologia, Fisiopatologia, Quadro Clinico e

Diagnéstico. In: VERONESI: Tratado de Infectologia, 2005).

2.5 Imunologia na maléria

A resposta imune do hospedeiro a malaria € regulada tanto pelo sistema imune
inato quanto pelo sistemaimune adaptativo, bem como por fatores ambientais. A imunidade
adquirida é espécie-especifica e estagio-especifica (MARSH, 1992). Em gera a aquisicéo
da imunidade ativa contra a maléaria é lenta e necessita de repetidas exposi¢cdes para ser

mantida



21

A imunidade inata na malédria € composta por polimorfonucleares neutrofilos,
macréfagos e cdlulas “natura killer” (NK), esta tltima em particular possui papel relevante
na lise de eritrécitos infectados pelo Plasmodium, pois € um importante produtor da
citocina interferon (INF) (MOHAN; MOULIN; STEVENSON, 1997). As células NK sdo
ativadas via receptores de célula T (TCR) quando ocorre associagdo deste receptor com
moléculas de MHC | (PORCELLI; MODLIN, 1999). As células T apresentam forte
expansdo precocemente na infeccdo pelo plasmadio, contribuindo para o controle inato da
mal&ria. A ativagdo da imunidade inata e, portanto, de ligacbes ndo-antigeno-especifica
resulta em uma rpida secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (PERLMANN; TROY E-
BLOMBERG, 2002).

As citocinas pro-inflamatérias estdo associadas a protecdo contra 0s parasitas,
principamente o fator de necrose tumoral (TNF), que atua como agente protetor
(TAVERNE; TAVERNIER; PLAYFAIR, 1987), sendo que concentracdes elevadas desta
citocina foram relacionadas com maior severidade da doenca e com a mortalidade
(KWIATKOWSKI, 1990). Em ratos a e€liminacdo de parasitas pré-eritrociticos requer
principalmente células efetoras CD8+ produtoras de interferon-y (IFN- y) o qua éimina
parasitas nos hepatdcitos infectados (SCHOFIELD, et al., 1987).

Nagao e colaboradores (2008) referiram uma forte associacéo entre a Interleucina-

12 (IL-12) e aparasitemiado P. vivax, sugerindo que seja o mediador direto desde
a ruptura dos esquizontes até o episodio febril. A IL-12 e IFN-y reforcam sinergicamente a
eliminacdo de plasmddios pelos mononucleares do sangue periférico. Por isso, se observa
picos elevados de INF-y na presencadalL-12.

Principalmente em residentes de &reas endémicas, a maaria induz uma forte

resposta imune humoral, com a producéo predominante de IgM e 1gG, porém esta infeccdo
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promove um aumento das concentracfes séricas de imunoglobulinas ndo especificas,
devido a ativacao policlonal de células B (PERLMANN; TROY E-BLOMBERG, 2002).

A imunidade protetora a mal&ria adquirida em resposta a infeccdo natural €
mediada por imunoglobulinas IgG, com especificidade para parasitas sangliineos na fase
assexuada. N&o estéo claro quais sdo os epitopos fundamentais reconhecidos por estes
anticorpos e por quais mecanismos de sindizacdo de anticorpos 0s parasitas sdo
neutralizados (HVIID; BARFOD, 2008). Os anticorpos contra 0S esporozoitos tém uma
funcdo menos importante.

O modelo experimental camundongo tem sido de importancia impar no estudo dos
potenciais mecanismos de protecdo, no entanto, os parasitas de roedores ndo sdo patdgenos
naturais dos camundongos, sendo que muito do conhecimento foi adquirido através de
infecgdes iniciadas por rotas ndo-naturais (LANGHORNE, et a., 2008).

Estudos envolvendo populagdes expostas a maléria sugerem que a resposta imune
na fase pré-eritrocitéria da doenga € limitada (OWUSU-AGYEI, et al., 2001), sendo que a
expansdo dos parasitas somente é efetivada na fase sangliinea, e norma mente é feita pela
resposta imune humoral. Os mecanismos de a¢do daimunidade humoral namalériaincluem
a morte celular dependente de anticorpos e mediada por imunoglobulinas citofilicas
(BOUHAROUN-TAYOUN, et da., 1995), o bloqueio da invasdo dos eritrocitos pelos
merozoitos (BLACKMAN, et d., 1990), e a ligagdo dos anticorpos na superficie de
eritrécitos parasitados, induzindo um maior clareamento destas células (BULL, et a.,
1998). Estudos em humanos e estudos experimentais com ratos demonstram o papel
fundamental da morte celular dependente de anticorpos (JAFARSHAD, et a., 2007),
entretanto alguns poucos estudos com modelo camundongo sugerem que o parasita pode ser
eliminado sem a necessidade de opsonizacdo (ROTMAN, et a., 1998; TAYLOR, et 4.,

2001).
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O genoma de cada parasita contém genes que codificam moléculas chamadas
PFEMPL (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1), as quais estéo situadas
na superficie da eritrocitos infectados, onde funcionam como adesinas que permitem aos
eritrécitos maduros se ligarem a receptores vasculares, assim impedindo a capacidade do
hospedeiro de remover os eritrocitos infectados no bago. Variantes do PFEMP1 tem sido
implicadas na patogénese e na imunidade protetora a maléria por P. falciparum. Moléculas
homadlogas do PFEMPL estéo ausentes nos parasitas de roedores, sendo necessario portanto
a adaptacdo do modelo murino através de tecnologia recombinante (HVIID; BARFOD,
2008).

Segmentos do PFEMP1 expostos na superficie celular sdo o mais 6bvio alvo dos
anticorpos protetores. Diferentes PFEMP1 antigenos tém afinidade para diferentes
receptores, e o fato de o parasita poder alternar a expressao de receptores, expressando um
variante por vez, atrasa 0 desenvolvimento da imunidade protetora (HVIID; BARFOD,
2008).

Uma complicagéo da infeccdo pelo P. falciparum que leva ao risco de morte
€ amaléaria cerebral. Sua patogénese € complexa e ainda ndo se sabe por qual razdo somente
um grupo de pacientes a desenvolve, ou ainda, o papel dos anticorpos no desenvolvimento
ou protecdo contra essa complicacdo. Diversos fatores tais como o sequestro de eritrocitos
infectados, citocinas inflamatdrias e quimiocinas tém sido implicados em sua patogénese.
A proteina de superficie dos merozoitos - 1 (MSP-1) é um dos mais bem caracterizados
antigenos de P. falciparum. Durante a esquizogonia tardia, a MSP-1 é processada, e
transformada em subunidades, as quais s80 essenciais para a invasdo das hemécias.
(LUCCHI, et al., 2008).

Tem sido demonstrado que anticorpos especificos para essas subunidades

antigénicas inibem tanto a invasdo de eritrécitos quanto o crescimento de parasitas in vitro.
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Alguns estudos referem que as respostas de anticorpos ao MSP-1 foram correlacionadas
com aimunidade clinica ao plasmédio, com areducdo da parasitemia e da febre (LUCCHI,
et a., 2008). Além disso, foram identificados inimeros epitopos de linfécitos T dentro da
subunidade MSP-14,, 0s quais podem auxiliar a funcdo T helper necesséria a producéo dos
anticorpos anti-MSP1 (LUCCHI, et a., 2008).

N&o se conhece com exatiddo os mecanismos da génese da imunodepressao que
acompanha a infeccdo malarica humana e experimental (DEMAR, et al., 2004). A
esplenectomia parece remover uma fonte importante de macréfagos/mondcitos do local do
processo de reacBes imunes. A producdo reduzida de éanion superdéxido em
esplenectomizados pode ser um dos fatores implicados na resposta deficiente do hospedeiro

asinfeccbes (BRANDT, et al., 2005).

2.6 Esplenectomia e maléria experimental

A maior parte dos conhecimentos sobre a fungdo esplénica foi adquirida por meio
de trabalhos experimentais. Muito pouco se sabe sobre a fisiologia do baco, dai a
importancia dos estudos em animais para compreender melhor este 6rgéo. Desde o século
XI1X, as multiplas operaces sobre o0 bago tém constituido modelos experimentais Uteis a
vérias pesquisas. As repercussies da esplenectomia no sistema mononuclear fagocitério tém
sido amplamente estudadas por meio experimental. O acentuado decréscimo inicial de IgM,
e de Cs; (a proteina mais abundante do complemento), e de outras opsoninas, como a
tuftsina e a properdina, sdo compensadas pelo organismo. Esta adaptacdo ainda nédo foi bem

estabel ecida e constitui um assunto importante para se investigar (PETROIANU, 2003).
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O bago é um ponto importante de encontro entre a informagdo antigénica do
sangue e o sistema imune, devido a sua grande irrigagdo e a posi¢ao central na corrente
sanguinea (TIMES; LEEMANS, 1991; BRANDT, et a., 2005). Muitos autores consideram
que o baco tem papel fundamental na protecdo antimaarica. Ha dificuldade do
entendimento de como atuaria esse 6rgao nessa doenca.

As limitagcBes dos ensaios clinicos impdem a realizacdo de pesquisas em modelos
experimentais para el ucidar mecanismos e as respostas fisiopatol 6gicas, imunol dgicas, entre
outras. Imposic¢des éticas impedem a realizacdo de estudos sequienciais em humanos, para
uma maior compreensao da sucessao de eventos que ocorrem em um paciente com malaria.
Assim, os trabalhos experimentais formam a base para que 0s ensaios clinicos possam ser
delineados com menor risco para 0s pacientes, mais consistentes, dando suporte as
hipdteses a serem testadas.

Os roedores sdo 0s que melhor reproduzem as caracteristicas clinicas e patol gicas
da maléaria no homem (NITICHEU, et al., 2003), no entanto, ndo existe um modelo murino
que reproduza todas as caracteristicas da maléria em humanos (HUNT; GRAU, 2003). O P.
berghel parasita os reticul6citos (NOGAMI, et a., 1998) assemelhando-se neste aspecto ao
P.vivax, o qua predomina como agente infectante da doenca na Amazobnia brasileira

(BRASIL, Situacdo Epidemiol6gicada Maaria no Brasil, 2005).

2.7 Os acidentes e as violéncias ger ando pacientes asplénicos no Brasil

A pobreza, aignorancia e os desajustes sociais sdo fatores geradores de violéncias

e traumas. Neste contexto, analisaram-se os registros dessas ocorréncias no SAME PS 28 de

Agosto, no periodo de janeiro de 1999 a dezembro 2006, como uma amostra do trauma e da
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violéncia na cidade de Manaus. Encontraram-se 0s seguintes resultados. acidente de transito
37,6%; violéncia interpessoa 32,3%; outras causas 30,1%, todos com potencial de gerar
pacientes asplénicos, principamente os acidentes de transito (BIROLINI; OLIVEIRA,
1985; PITCHER; CADE; MACKAY, 1989; RABELO; ABRANTES; DRUMOND, 1991;
REZENDE; PETROIANU, 1998; OSIFO; ENEMUDO; OVUENI, 2007), que
predominaram com aproximadamente 38%. Esses dados correspondem aos relatados por
(BIROLINI. In: DRUMMOND, 1992): 1/3 acidente de transito; 1/3 violéncia interpessoa e
1/3 outras causas, e mais proximos ainda das ocorréncias em nosso pais atua mente, de 40%
(TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE x TRAUMA,
2008). O trauma é a primeira causa de mortalidade na faixa de 5 a 40 anos; é também o
responsavel por cerca de 50% das mortes entre 1 a 15 anos (DRUMMOND, 1992;
BRASIL, PortariaMS n. 737, 2001). Observa-se que ha coincidéncia entre as faixas etarias
onde ocorrem as maiores incidéncias de trauma e maaria: de 0 a 40 anos. (BRASIL,
Resolugdo CNS n. 309, 2001; BRASIL, Situagdo epidemiolégica da maaria no Brasil,
2005).

A ablacdo total do tecido esplénico vem aumentando em é&reas endémicas de
malaria, como na cidade de Manaus, tornando os pacientes asplénicos mais susceptiveis a

infecgdes graves por bactérias ou por parasitas como namaléria.

2.8 Infeccdo fulminante pés-esplenectomia

A esplenectomia total aumenta o risco de morte por infecgdo fulminante, tanto em

adultos como em criangas, independente da indicagdo ou da época apos a cirurgia (DI

GREGORIO et al., 1996; TORRES, et a., 2000; MARQUES; PETROIANU, 2003). A
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causa de sepse pos-esplenectomia ndo é inteiramente conhecida, mas dois fatores estéo
certamente envolvidos em sua patogenia: celular (fagocitose) e humora (produgdo de
anticorpos), ambos exercidos pelo sistema mononuclear fagocitario (MARQUES;
PETROIANU, 2003).

King e Schumacker Jr. (1952) relataram complicaces infecciosas graves pos-
esplenectomia, constituindo-se no marco da literatura para a comprovacéo da associacéo
entre esplenectomia e sepse. A ata mortalidade (50 a 80%) levou ao desenvolvimento dos
tratamentos cirdrgicos conservadores. Embora haja grande nimero de casos publicados de
infeccdo fulminante pds-esplenectomia, ainda ndo existem dados suficientes para
Odeterminar sua real incidéncia, 0 mecanismo exato da infeccdo, os fatores de risco
associados, bem como as condigdes necessarias para 0 desenvolvimento da infeccéo
fulminante no hospedeiro esplenectomizado (MARQUES; PETROIANU, 2003). Os
individuos asplénicos e hipoasplénicos sdo mais susceptiveis a cursos fatais de malaria. A
importancia do baco na infeccdo malarica reflete-se na esplenomegalia que se desenvolve
com infecgdes repetidas. A funcdo fagocitaria esplénica é de primordia importancia nessa
enfermidade, e a esplenectomia total resulta na exacerbacdo do nimero de hemacias
parasitadas na circulacéo (ALVES; WEIDANZ; WEISS, 1996; MARQUES, PETROIANU,
2003; ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE, 2005; FAUCHER, et a., 2006). A IgM
participa ativamente da defesa aguda contra infec¢fes; € uma das opsoninas reduzida pela
ablacdo total esplénica. O bago é o principal produtor de IgM do organismo (ALBERTI, et
al., 2007). Pouco se sabe sobre o efeito da esplenectomia na malaria humana. Ha pequeno
nimero de casos africanos, asiéticos e americanos descritos na literatura, com conclusdes
gue ndo se apdiam (DEMAR, et a., 2004). No Brasil, ha relato de maéria leta pelo
P.malariae em paciente asplénico, transmitida por transfusdo sanglinea (KIRCHGATTER,

et al., 2005).
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2.9 Importancia do bago

O baco € o maior 6rgéo linfoide e 0 mais vascularizado do corpo humano. Com
localizacdo impar entre as circulagdes sistémica e a porta, € o elemento chave para remocgao
de heméacias durante ainfeccdo malérica. A parasitemia tem seu controle dependente de um
baco intacto (ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE, 2005), sendo a maléria em pacientes
asplénicos graves e geralmente mortais (FAUCHER, et al., 2006).

As duas atividades mais importantes do bagco no homem sdo as fungdes
imunologicas e fagocitarias, as quais decorrem de sua composi¢do, da riqueza da sua
irrigacdo e por sua estrutura peculiar sendo comparado com um filtro interposto na
circulagdo, da qual remove particulas, como células sangiliineas comprometidas,
mi croorgani Smos e imunocomplexos.

Com estruturas distintas e funcionalmente associadas, o baco € constituido pela
polpa branca, composta por células imunes, e pela polpa vermelha formada por uma rede de
filtracdo e um depdsito de células do sangue (CESTA, 2006). O baco retira do sangue
hemacias senescentes, aberrantes, imunologicamente comprometidas, aém de elementos
particulados do sangue (KRUCKEN, et al., 2005). O bago é o 6érgdo responsavel pelo
clareamento dos parasitas, realizada através da rede de filtragcdo localizada na polpa
vermelha (ALVES; WEIDANZ; WEISS, 1996). Na maéria, o aumento rapido de carga
parasitaria implica na necessidade de uma grande e rapida ampliacéo dessa rede para
contrastar a parasitemia e garantir aresolucédo da infeccéo (GARNICA, et a., 2002).

Em pacientes aspl énicos, observa-se uma dificuldade em realizar o clareamento do
sangue, em controlar ainfec¢do e evitar areincidéncia da doenca (FAUCHER, et a., 2006).
A ablacdo total do 6rgdo vem aumentando em areas endémicas de maaria tornando os

pacientes mais susceptiveis a infecgdes por bactérias e parasitas como na malaria
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(PETITHORY, et a., 2005). Em pacientes asplénicos que desenvolvem maléria por P.
falciparum, o risco € maior e a doenca mais severa, em funcdo da maior carga parasitéria,
apesar da administragdo correta do tratamento (DEMAR, et al., 2004; BACH, et al., 2005).
O aumento da parasitemia causa um grande acimulo de eritrécitos, levando a uma grande
congestdo do bago e em consequéncia, uma obstrucéo da circulagcdo esplénica por volta do
guarto dia apds a infeccdo, e parada completa do fluxo sanglineo no oitavo dia de infeccédo
(KRUCKEN, et a., 2005). A ampliacdo da rede de filtragdo, com influxo, proliferacdo e
ativagdo de varios tipos celulares resulta na ampliacdo da capacidade do bagco em redlizar
um répido clareamento dos eritrécitos parasitados e de controlar a maléria, além de permitir
arealizacdo da hematopoiese extramedular (GARNICA; SILVA; ANDRADE, 2003).

Durante o processo de ampliagdo do baco que ocorre na infeccdo malérica, todas
as estruturas esplénicas, bem como as células que as compdem, arranjam-se, interagem
entre si, e migram de uma regido para outra promovendo uma maior capacidade do baco
para resolucdo da infecgdo. Ta arranjo e interagdo sdo observados em malarias humanas
(URBAN, et al., 2005) como de roedores (LEISEWITZ, et a., 2004), onde os limites entre
as polpas branca e vermelha, assim como da zona marginal desaparecem durante a infecgéo.

Ocorrem disfuncBes hematopoiéticas na medula durante a infeccdo malérica,
tornando-se os sitios com hematopoiese extramedular, como o bago, um importante local de
hematopoiese durante essa doenca. O baco € um importante loca de hematopoiese e
eritropoiese extramedular durante a malé&ria. Este érgdo ndo remove apenas as hemacias
parasitadas da circulacdo, mas também remove os parasitas de seu interior desenvolvendo-
as acirculacéo intactas (ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE, 2005).

Quando o sangue entra no baco, o fluxo é reduzido na zona marginal, e o antigeno
pode ser captado pelos macréfagos. Tanto a zona marginal como a polpa vermelha séo

locais potenciais para remocdo de eritrécitos durante a maléria, e o local de remocéo dos
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eritrocitos parasitados € de fundamental importancia para a compreensdo de como a
resposta imune pode ser gerada contra 0 parasita e sua etiopatogenia (ENGWERDA;

BEATTIE; AMANTE, 2005).

2.10 Esplenectomia total e técnicas conservador as no trauma esplénico

E notével que um individuo possa sobreviver a remogao de um 6rgdo importante
como 0 bago. A esplenectomia total, geramente ndo causando severas complicagoes,
sugere a existéncia de mecanismos compensatérios para a perda de varias funcdes
esplénicas. Entretanto, varios efeitos da ablacdo total do bago sdo relatados, sendo essas
influéncias na sua maior parte relacionadas as fungdes esplénicas no sistema imune.
Relatou-se que a esplenectomia total afeta os niveis de imunoglobulinas no soro, em
particular a IgM. Estes resultados sdo interpretados como indicagdo da existéncia de um
mecanismo compensatorio a nivel de linfécitos B (ROZING; BRONS; BENNER, 1977). A
retirada do bago repercute em outros 6rgaos, sobretudo na medula éssea, no sistema
mononuclear fagocitario, nos linfonodos e no figado (PETROIANU; MIRANDA;
OLIVEIRA, 2008).

Constatou-se que apos a retirada do bago, os pacientes morriam em maior nimero
e mais precocemente do que a expectativa da populagdo geral, ndo somente consequiéncia
de infeccdes graves, mas também por embolia pulmonar, infarto agudo do miocardio e
fenbmenos aterosclerdticos (KING; SCHUMAKER JR, 1952; PIMPL, et al., 1989;
ALBERTI, et a., 2007).

A esplenectomia parcial ja havia sido descrita no inicio do século XIX, mas,

somente apés as publicactes de Campos Christos (1959) este procedimento foi introduzido
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na pratica cirargica. A vascularizagdo segmentar e terminal constituiram-se na base
anatdmica das esplenectomias segmentares (PINHEIRO,1982 ACCETTA, P, ACCETTA, I

PERROTA, 1983; RESENDE; PETROIANU, 1998).

‘ Periférica

‘ Intermediaria

‘ Hilar

Figural. Divisdo das areas do bago.

A preservacdo do pélo superior esplénico, apds a ligadura do pediculo vascular,
foi proposta por Petroianu em 1982, e tem sido estudada clinica e experimentalmente em
diversos trabahos, e vem sendo realizada com sucesso desde 1984, posto ter o bago dupla

irrigacdo dessa area (RESENDE; PETROIANU, 1998; PETROIANU, 2003).

Figura2. Duplairrigacdo do baco
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O baco é um dos 6érgaos mais lesados nos traumatismos abdominais fechados,
principalmente em criangas (REZENDE; PETROIANU, 1998) e, é frequientemente foco de
lesBes nos ferimentos penetrantes do flanco esguerdo, da transicéo téraco-abdomina e do
dorso (BIROLINI; OLIVEIRA, 1985; KOBATA; CHACON; LEONARDI, 1986;
FISCHER; SIEBERT JUNIOR. Trauma esplénico. In: Cirurgia do Trauma, 2003). As
lesbes esplénicas iatrogénicas sdo relativamente freqlentes no curso de operagBes no
abdome superior, especia mente nas gastrectomias (PATINO, 2006). A causa mais comum
de lesdo esplénica é o traumatismo abdominal fechado produzido por acidente
automobilistico (BIROLINI; OLIVEIRA, 1985; PITCHER; CADE; MACKAY, 1989;
RABELO; ABRANTES, DRUMOND, 1991; SEPETIBA, et a., 1992; RESENDE;
PETROIANU, 1998).

Analisaram-se os procedimentos cirdrgicos realizados nas lesdes esplénicas, em
93 pacientes no PS 28 de Agosto, no periodo de julho de 2003 a julho de 2008. A
esplenectomia total foi o procedimento mais realizado, em 73 pacientes (80%). Estes dados
encontram-se como relatados por Sepetiba e colaboradores(1992), de que a ablagdo total
esplénicafoi o principal tratamento realizado.

Com as novas abordagens cirdrgicas aumentaram definitivamente as perspectivas
e informagdes cientificas, as quais contribuiram para rever conceitos, incentivar pesquisas e

atualizar condutas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Estudar os efeitos das esplenectomias nos diferentes grupos de camundongos,
esplenectomizados e ndo esplenectomizados, na infeccdo malérica induzida pelo

Plasmodium berghei.

3.2. Especificos
3.2.1 Comparar a parasitemia e a sobrevida nos camundongos com malaria
experimental, submetidos a esplenectomiatotal e parcial com os ndo esplenectomizados;
3.2.2 Comparar os niveis das imunoglobulinas IgM e 1gG, no tempo do

experimento, nos diferentes grupos.



4, MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo de estudo

Estudo experimental em camundongos (Mus domesticus domesticus), linhagem
Swiss, para avaliar a agdo do Plasmodium berghei em animais esplenectomizados e néo-
esplenectomizados, com o objetivo de analisar a sobrevida, a parasitemia, e 0s niveis de
imunoglobulinas totais nos diferentes grupos. Optou-se pelo modelo murino por ser de fécil
manuseio, baixo custo e boa toleréncia a procedimentos cirdrgicos. O camundongo € o
modelo experimental mais utilizado na pesquisa biomédica, que abrange imunologia,
hematologia, parasitologia, entre outros (ANDERSEN, et a., 2004; LANGHORNE, et a.,
2008).

O trabalho foi realizado observando-se os Principios Internacionais para Pesquisa
Biomédica envolvendo Animais (apud ANDERSEN, et al., 2004), e os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA

(1991).

4.2 Univer so do estudo e condi¢des ambientais

Foram utilizados 50 camundongos fémeas, ndo isogénicas, com quatro a cinco
semanas de vida, pesando entre 15 a 20 gramas (g), fornecidas pelo Bioté&io da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os animais passaram por um periodo de
aclimatagéo de sete dias como preconizado por Waynforth e Flecknell (1992), em gaiolas

de polipropileno com maravalha autoclavada e tampa de aco, cinco animais em cada uma,
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em condicbes de temperatura de aproximadamente 27° C e 80% de umidade. Os
camundongos tiveram livre acesso a &gua mineral e aragdo comercial adequada a espécie
(Labina® — ragdo para animais de laboratorio), e foram mantidos em ciclos claro-escuros de

12 horas.

4.3 Projeto piloto

Foram utilizados trés camundongos nas mesmas condigdes (sexo, tempo de vida,
peso e ambientais) dos utilizados no experimento. Foram testadas as substéancias e dosagens
para pré-anestesia, sedacéo e anestesia; a coleta de sangue para 0 exame e confeccdo do
esfregaco e para a titulagdo das imunoglobulinas. Finalmente, a inoculagdo intraperitoneal
(i.p.) e as técnicas operatorias propostas foram realizadas, permitindo assim, a escolha mais

adequada dos materiais e dos procedimentos.

4.4 Divisdo em grupos e procedimentos

Os animais foram recebidos, cinco animais em cada gaiola, para um periodo de
aclimatacdo de sete dias. No 6° dia os camundongos foram pesados e divididos
aleatoriamente e equitativamente através de sorteio, em cinco grupos. A identificacdo
individual dos animais e dos grupos realizou-se através de tintas ndo-toxicas nas caudas dos
camundongos, como estabelecido no protocolo de identificagdo. Os grupos também foram
identificados pelas gaiolas. Anexo 9.1.

Grupo 1. Controle (n = 10): Nenhuma intervengéo.
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Grupo 2. Controle (n = 10): Anestesia geral, laparotomia e inoculagcdo de sangue
citratado ndo contaminado.

Grupo 3. (n = 10): Anestesia geral, laparotomia e inoculagéo de sangue citratado
contaminado pelo Plasmodium berghei.

Grupo 4. (n = 10): Anestesia geral, laparotomia, esplenectomia parcial com
remocado de 50% do bago, e inoculacdo do sangue citratado contaminado pelo P. berghei.

Grupo 5. (n = 10): Anestesia geral, laparotomia, esplenectomia total, e inoculacdo

de sangue citratado contaminado pelo P. berghei.

4.5 Procedimento experimental

4.5.1 Pré-operatério

Cerca de trés horas antes da cirurgia, os camundongos foram pesados e colocados
em jejum para alimentos solidos. As identificacfes individuais e dos grupos foram refeitas,
e 0 peso de cada animal anotado em folha prépria, para o calculo das substancias para o ato
anestésico. Foram descartados um animal do Grupo 1 e dois do Grupo 2 por pesarem menos

del5 gramas.

4.5.2 Pré-anestesia

Utilizou-se como medicacéo pré-anestésica o sulfato de atropina, na concentracéo
de 0,025%. Esta substancia foi administrada via intra-muscular (i.m.), nos muasculos do
membro posterior a esquerda, com agulha 15 x 5G, seringa de um mL, na dosagem de

0.045 mg/kg, 15 minutos antes da cirurgia (MASSONE, 1998; ANDERSEN, et a., 2004).
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4.5.3 Ato anestésico

A anestesia foi administrada por via i.m., nos musculos do membro posterior, a
direita, como preconizado por Waynforth e Flecknell (1992).

Utilizou-se a associagao das substancias nas dosagens de 16 mg/kg de cloridrato
de xilazina (CX) 2%, e 60 mg/kg de cloridrato de quetamina (CQ) 5% (MASSONE, 1988;
WAYNFORTH; FLECKNELL, 1992; XU, et d., 2007).

Apos a imobilizagdo farmacol6gica, o animal foi posicionado na mesa cirdrgica,
em decubito dorsal, e realizada a remogdo dos pélos da parede anterior do abdome, e da

base anterior do torax.

4.5.4 Ato operatério
A anti-sepsia foi realizada com solucdo de polivinilpirrolidona iodo (PVPI) 10%
(Fig. 3), e aseguir colocou-se o campo operatério (Fig.4). A técnica cirdrgica foi asséptica,

seguindo os seguintes tempos operatérios:

Nosgrupos G2 e G3:
Incisdo mediana de aproximadamente dois centimetros (cm), seccionando todos os
planos da parede abdomina (Fig.5). Mobilizagdo do baco para 0 campo operatorio,
retornando a seguir ap seu sitio anatdmico (Fig.6). Sintese da parede abdomina com

chuleio simples em plano unico, com fio de nylon 5-0 (Fig.14).

No grupo G4:

Incisdo mediana de aproximadamente dois cm, seccionando todos os planos da
parede abdomina (Fig.5). Mobilizacdo do baco para 0 campo operatério (Fig.6) e
exposi¢do dos vasos esplénicos (Fig.7 e Fig.8) Ligadura dos vasos junto ao tecido esplénico
a ser ressecado com fio de nylon 5-0, e sutura transfixante do bago, ponto em U, com fio de

nylon 5-0, agulha traumética de 1,5 cm (Fig.9), e remocdo de aproximadamente 50% da
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massa esplénica (Fig.10). Sintese da parede abdominal com chuleio simples em plano

anico, com o mesmo tipo de fio cirdrgico (Fig.14).

Grupo 5:

Incisdo mediana de aproximadamente dois cm, seccionando todos os planos da
parede abdominal (Fig.5). Mobilizagdo do bago para o campo operatorio (Fig.6). Exposicdo
dos vasos esplénicos (Fig.7 e Fig.8). Ligadura dos vasos dos pedicul os esplénico com fio de
nylon 5-0 (Fig.11), e ablagdo total do bago (Fig.12). Sintese da parede abdominal com
chuleio simples em plano unico, com fio de nylon 5-0 (Fig.14).

O curativo da ferida operatoria foi do tipo aberto, e tratado com cloreto de sadio
(NaCl) 0,9% para limpeza da pele, e a seguir enxugou-se com gaze estéril. Posteriormente,
aplicou-se a solugcdo PVPI 10%. Todos os procedimentos anestésicos e cirurgicos foram
realizados no Laboratério de Fundamentos de Cirurgia e Anestesia, do Departamento de

Clinica Cirurgica da Faculdade de Medicinada UFAM.

Figura 3. Anti-sepsia e teste de reflexo Figura4. Assepsia



Figura5. Incisdo em epigastrio e
mesogastrio

Figura 7. Exposicéo dos pediculos
vasculares
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Figura 6. Mobilizag8o do bago parao
campo operatorio

Figura 8. Exposicéo dos vasos esplenogéstricos



Figura 9. Ligadura dos vasos do segmento Figura 10. Aspecto final da esplenectomia parcial
a ser ressecado. Sutura esplénica

Figura 11. Ligadurados dois Figura 12. Aspecto final da esplenectomiatotal
pediculos vasculares paraa
esplenectomia total



Figura 14. Sintese da parede

4.5.5 Recuperagdo pos-anestésica e pos-operatoria

Ao término das cirurgias, os camundongos foram hidratados com dois mL de
NaCl 0,9% por via subcuténea (s.c.), nas éreas dorsolaterais da regido cervical, com agulha
15 x 5G (ANDERSEN, et al., 2004) (Fig.15). A seguir os animais foram colocados em
mesas de Mayo cobertas com campos duplos e lampada incandescente do foco cirurgico,

para proporcionar atemperatura de aproximadamente 30° C, na recuperagdo pos-anestésica.
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Figura 15. Hidratagdo pds-operatoria.

Os animais foram observados e avaliados continuamente, e reavaliados ao término
dacirurgia, aos 30 e aos 60 minutos. Anexo 9.2.

Através da resposta ao estimulo do pingamento dos dedos das patas posteriores,
avaliou-se a profundidade da anestesia. A auséncia de resposta confirma o estagio
anestésico-cirurgico. Através da freqliéncia respiratoria e da coloracdo das patas, orelhas e
focinhos, avaliou-se a fungdo respiratdria. Na ocorréncia de insuficiéncia respiratoria
caracterizada pela freqiiéncia respiratoria menor que 60 respiracées / minuto, e/ ou cianose
de extremidades, procedeu-se a aspiracdo da orofaringe com agulha de gavagem para
camundongo, conectada a seringa de trés mL. A seguir administrou-se ar atmosférico
através de méscara e respirador artesanal. Fig.16 e 17. No periodo de recuperacdo pés-
anestésico, houve um ébito do Grupo 4 e um do Grupo 5. N&o se encontrou sangramento no
exame da cavidade peritoneal, o que levou a suposicdo de causa anestésica. Apds a
observagdo de 60 minutos, os animais foram avaiados e receberam pontuagdo pés-

anestésica. Anexo 9.2



Figura 16. Vaporizador artesanal, materiais e substancias anestésicas

Figura 17. Utilizag8o de méscara e respirador artesanal.

A cada trés dias, as marcacOes individuais e dos grupos foram refeitas com tinta
nas caudas dos animais. Na recuperacdo poOs-operatoria, 0s camundongos foram
acompanhados e avaliados diariamente até o terceiro dia, e a seguir, de trés em trés dias por
12 dias. No 4° dia de p6s-operatério houve um ébito do Grupo4. Na inspecdo da cavidade

peritoneal ndo se encontrou secrecao purulenta ou sangue. Anexo 9.3

4.6 Inoculacdo do plasmaodio



Os inéculos iniciais da cepa ANKA do Plasmodium berghel foram fornecidos
pelo Ingtituto René Rachou da Fundagdo Oswaldo Cruz de Minas Gerais. A amostra de
sangue foi descongelada a temperatura ambiente, e readlizaram-se dois exames de
esfregaco desta amostra, para determinacdo do indice de parasitemia. A seguir inocul ou-
se 0,1 mL do sangue associado a 0,1 mL de NaCl 0,9% via intra-peritoneal (i.p), em oito
camundongos. Acompanhou-se através do exame de esfregaco a ascensdo da parasitemia,
e quando alcancou o percentual de 10%, retirou-se 0 sangue dos camundongos por
puncdo do plexo venoso retro-ocular, sob sedacdo, com metade da dose anestésica
preconizada. Como anticoagulante utilizou-se o citrato trissodico, na proporcéo de cinco
partes de sangue para uma de anticoagulante, e encaminhado para a infeccdo dos grupos
experimentais.

No 12° dia de pds-operatorio, os animais dos grupos 3, 4 e 5 foram infectados
via i.p., com um inéculo de 10° eritrécitos parasitados, contidos em 0,1 mL de sangue
associado a 0,1 mL de NaCl 0,9%. Para a inoculagdo utilizou-se seringa de um mL e
agulha 15 X 5G, puncionando-se o quadrante inferior esquerdo do abdome. Fig. 18

A técnica de contagem de hemécias na cAmara de Neubauer utilizou a diluigdo
em pipeta de Thomas (microdilui¢éo). Anexo 9.4

Para ainoculagdo do sangue citratado ndo infectado, utilizou-se a mesmatécnica
de sedacdo, e os mesmos procedimentos para coleta e inoculagdo, como anteriormente

descritas.



Figura 18. Inoculagdo viaintraperitoneal

4.7 Confecgdo do exame do esfregaco e deter minagdo da parasitemia

A contencdo fisica dos animais para a coleta de sangue realizou-se através de
uma caixa pléstica, previamente adaptada para a exposi¢do da cauda (Fig.19). A opgdo
deveu-se a0 elevado numero de animais a serem manipulados rotineiramente em
diferentes dias. Este método facilitou 0 manuseio dos camundongos e a coleta da
amostra de sangue, de forma prética, répida e segura, para 0s animais e para 0s

operadores.

Figura 19. Contencdo dos animais

A pesguisa hemoscépica de parasitas realizou-se no 3°, 5°, 7°, 9° e 12° dia,
apos a inoculacdo do sangue citratado, nos animais que receberem sangue contaminado.

A anti-sepsia do local foi feita com dcool 70%. O sangue foi coletado através de uma
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pequena incisdo, na lateral da porcgéo distal da cauda dos animais. Utilizou-se apenas a
primeira gota de sangue sobre lamina de vidro (Fig.20) espalhada por uma extensora,
para a confeccdo do esfregaco do sangue periférico (Fig.21). O esfregago foi fixado com
metanol (VETEC QuimicaFinaLTDA, Lote 0706982, RJ, Brasil) e corado pelo método
de Giemsa (DOLES Reagentes e Equipamentos para Laboratérios LTDA, Lote GIEM

5061, GO, Brasil). Posteriormente, as laminas foram lavadas com &gua corrente e

secadas a temperatura ambiente.

Figura 20. Coleta da gota de sangue para o esfregaco Figura 21. Esfregaco sanguineo

A parasitemia foi determinada através da visualizagdo em microscopia Optica,
aumento de 1000 x, andlise de 10 campos, pelo percentual de hemécias parasitadas em
relacdo ao total de hemécias examinadas (SILVA et al., 2003). Anexos 9.5 e 9.6. As
l&minas do esfregaco foram lidas no Laboratério de Parasitologia do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas — ICB da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM.

Optou-se pelo exame do esfregaco em fungdo da rapidez, praticidade e baixo

custo para o diagndstico de hemoparasitas.

4.8 Coleta de sangue para quantificar os niveistotais dasimunoglobulinas
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No 6°, no 22°, e no 32° dia antes do sacrificio, foram realizadas coletas de
sangue do plexo venoso retro-ocular (Fig.22), com pipeta de Pasteur, para quantificar os
niveis de IgM e 1gG. Foram coletados 0,20 mL de sangue, e do soro deste foram
dosadas as Igs, utilizando-se 0 método DOT-ELISA conforme protocolo do laboratério
de Imunologia da UFAM. Anexo 9.7 e 9.8. Todos os exames imunoldgicos foram
realizados no Laboratorio de Imunologia do Departamento de Parasitologia do ICB da

UFAM.

Figura 22. Coleta de sangue do plexo venoso retro-ocular

A eutanésiafoi realizada através da administracéo de sobredoses, com o triplo
das utilizadas para o ato anestésico. Devido as limitagbes materiais, 0S grupos para esse

exame foram constituidos de seis camundongos cada.

4.9 Andlise de sobrevida

Os animais foram mantidos em gaiolas, como ja descritos anteriormente, com

evolucdo diéria, registrando-a em livro no inicio damanhé e ao final datarde. Anexo 9.9.
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Todos sobreviveram ao periodo de andlise, da inoculagdo até o 12°, quando foram

sacrificados.

4.10 Anélise estatistica

A correlagdo dos dados e a andise estatistica foram realizadas com as médias
obtidas dos grupos, mais ou menos o desvio padrdo das médias dos experimentos. Foram
analisados os resultados pelo método estatistico considerado por ANOV A, e comparados 0s
diferentes tratamentos com os controles, usando o programa Prism 3.0 GraphPad (Graphpad
Software, inc., San Diego, C.A., U.S.A.). Foram consideradas as diferengas significativas

guando a probabilidade de igualdade era menor que 5% (p<0,05).



Recepcéo e aclimatagdo dos
animais por 7 dias
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4.11 Fluxograma da (n=50)
Pesquisa
! |
G 1-Controle G 2,34e5—Anestesia
(n=9) (n=238)
|

Cirurgia

(n=38)
G 2 - Laparotomia G 3 Laparotomia | [ G 4 Laparotomia + G 5 Laparotomia +
COFIEFO|6 (n=10) esplenectomia parcial esplenectomia total

(n=8) (n=8) (n=9)

Inoculagdo de sangue

citratado
(n=35)

N&o contaminado Contaminado
(n=28) (n=27)
( | )
Evolucéo e Exames
§ (n=44)
Andlise comparativa
dos grupos
(n=44) )

Descartados trés camundongos antes da cirurgia, por pesarem menos de 15 gramas. um do
Grupo 1 e dois do Grupo 2. Dois animais morreram no pds-operatdrio imediato de causa
anestésica, sendo um do Grupo 4 e um do Grupo 5. Um animal morreu no 4° dia de pds-
operatério, do Grupo 4, de causa ignorada.
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5. RESULTADOS

O presente experimento avaliou a parasitemia pelo Plasmodium berghel em
camundongos submetidos a esplenectomia total (n=9), esplenectomia parcial (n=8) e um
grupo controle (n=10), assim como quantificou os nivels de Imunoglobulinas do tipo M e

do tipo G.

Parasitemia

Os grupos de camundongos foram infectados por 10° hemécias parasitadas pelo
P.berghei ANKA, e sua parasitemia foi acompanhada como descrita em Métodos. (Anexo
9.11)

A parasitemia foi progressiva nos trés grupos, ao longo do periodo de infeccéo,

persistindo até o final do experimento de 12 dias. (Quadrol, Gréfico 1)



Quadro 1. Resultados da parasitemia nos diferentes grupos o1

GRUPO 3

1% coletal 23°dia GRUPO 3(2® coletal 25°dia GRUPO 3 | 3* coleta/ 27°dia GRUPO 3 |4® coleta/ 29°dia GRUPO 3 |5° coleta/ 32°dia

I PARAS 1A PARA 1A i PARASITEMIA INE ) | PARASI A PARA TA
34 1080%|  [34 1260% |34 1650%| |34 21.00%| [34 31,20%
32 540% [32 1.30% [32 1560% [3.2 7.70%| [32 29.70%
33 7.00%| |33 180% |33 1250%| |33 010% 33 28.20%
34 7.00%| |34 1000% |34 16.20%| |34 2040%| |34 32.00%
35 950% |35 1260% |35 15.40%| |35 20.70% |35 T.10%
36 5.10%| [36 1.70%| |36 12.40%| |36 20.00% |36 32.00%
3.0 B.00% |31 1250% |30 1230%| |31 21.00%| [T 30.30%
38 950% |38 12.90% |38 16.30%| [3.8 2010%| [3.8 31.60%
3.9 T50% |39 13.00% |39 1710%| [3.9 7110%| [39 32.00%
3.10 8.00%| (340 1240%|  [3.10 13.80%|  [3.10 20.00%|  [3.10 3.70%
MEDIA 383% |MEDIA 12,16%  |MEDIA 1542% |MEDIA 2061%  |MEDIA 31,00%
GRUFO 4 GRUPO 4|2 coleta25°did ~ |GRUPO 4|3 coletal27°di]  |GRUPO 4]4° coleta’?%°id  |GRUPO &|5° coleta/32°dia
INDIVIDUO INDIVIDUO|_PARASITEMIA INDIVIDUO| paRAS INDIVIDUO us|  |INDIVIDUO| paRasTEMA
% : ] - ] | [ - [ -
12 020% |42 A% |42 16.00% |42 I .10%
13 B i3 - 13 S| &3 - |43 -
¥ 510%| |44 T60% |44 520% |84 7120%| |[&# .20%
15 9.30% |45 1560% |45 16.00%| |45 71.00%| |45 3.50%
16 9.10% |46 1250% |46 12.10%| |46 7150%| |46 35.90%
] 9.00% |47 16.30% |47 7.00%| |87 2430%| [&T 3.20%
i3 950% |48 13.70%| |48 15.70%| |48 21.60%| |48 33.30%
19 1020% |49 1280% |49 1650% |49 BA0%|  [&9 35.40%
110 950%|  [AA0 1550%|  [4.10 17.00%| [4.10 73.00%|  [&10 35.20%
MEDIA 949%  |MEDIA 1439%  |MEDIA 16,05% |MEDIA 22,61%  |MEDIA 35,01%
GRUPO 5 1" coleta23°dia]  [GRUPO 5|2° colsta/25°did ~ |GRUPO 5|3 coleta/27°didl  [GRUPO B|4° coleta/2%°did  |GRUPO 5|5 coleta/32%dia
INDIVIDUO T INDIVIDUO| PARASITEMIA INDIVIDUO| PARAS INDIVIDUO| PARASTEWIA|  |INDNVIDUO| PARASITEMIA
51 260% |54 7130%| |5 33.50%| |54 260% |54 £3.80%
52 1020% |52 7180%| |52 30.80%| |52 6.70% |52 55.30%
53 1230% |53 72.80% |53 31.80%| |53 1060% |53 £2.30%
54 1.10% |54 21.40%| |54 31.50% |54 14.90%| |54 62.70%
55 1040% |55 010%| |55 3050% |55 14.90%| |55 £3.50%
56 1220% |56 18.20% |56 33.00%| |56 750% |56 62.10%
57 13.70%| |57 23.80%| |57 33.60%| |57 410%| |57 63.40%
58 : 58 - 58 : 58 - 58 -
59 M10%| |59 7100%| |58 7950%| |59 360% |59 51.30%
510 11.80%|  [5.10 260%| |50 3050%|  [5.10 15.40%|  [5.10 £4.00%
MEDIA 11,011%  |MEDIA 2153%  |MEDIA 31,68% |MEDIA 155%| |MEDIA 53,22%

70
63,36%10,012
60
50
46,46%+0,023
®
E
@ 40
‘E 30,62%+0,01
] 32,14%%0,011 Grupo 3
'T"E 30 .
g 0,62%10,016 Crupols
21,10%10,017 22,06%4 Grupo 5
20
Lo 640,007
11,68%+0,010 e
10 944 11,64%:%0,006
8,74%+0,013
0

3°Dia 5°Dia 7°Dia 9°Dia 12° Dia

Dias apds a inoculacao

Grafico 1. Curva da evolugdo das meédias da parasitemia nos diferentes grupos infectados.
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Testes Paramétricos

O teste t-Student, “one tail” e pareado por dia, entre as médias da
parasitemia nos diferentes dias foi estatisticamente significante:

G3 e G4: p=0,0183

G3 e G5: p=0,0155

G4 e G5: p=0,0170

Quantificacdo dos niveis de | munoglobulinas

Todos os grupos de camundongos infectados e néo infectados;
esplenectomizados e ndo esplenectomizados, foram acompanhados seguindo a
metodologia, para quantificar os niveis de imunoglobulinas (Quadros 2, 3) e variagdo
dosniveisde IgM e IgG (Gréficos 2 e 3).

Para a realizagdo desses exames, utilizaram-se cinco grupos de camundongos,

todos com (n= 6).



Quadro 2. Quantificagdo das Imunoglobulinas M e G nos diferentes grupos

53

igM G LOG igM G
GRUPO 1 |Individuo [ 1% coleta |27 colets | 3° colets| 1° coleta | 2° coleta | 3° colets GRUPQO 1 |individuo| 1% coleta 2 colets 3° coleta 1% coleta 2* coleta 3 coleta
1 2048 1024 | 2048 2043 2048 16384 1 7624618986 | 6931471806 | 7624618986 | 7 624618986 | 7,624613936 | 9704060528
o £ 2 4095 1024 1024 2182 | 131072 | 131072 o £ 2 8,317765167 | 6931471805 | 6,931471806 | 9,010913347 | 11,78350207 | 11,78350207
% g 3 4095 2048 | 2048 32768 1024 8182 % g 3 8317766167 | 7624618986 | 7,624618986 | 10,39720771 | 6,931471806 | 9,010913347
222 4 2048 8192 8182 2043 16384 8196 222 4 7624518986 | 9,010913347 | 9010913347 | 7,624618985 | 5,704060528 | 9,011401509
H E @ 5 2048 2048 | 65538 3182 16384 H E @ 5 7624618986 | 7,624618955 | 11,09035489 | 9,010913347 | 9704060528 | 11,09029385
&2 aF ] 16384 1024 8152 524288 32788 &2 aF ] 9,7040605238 | 6931471806 | 9.010913347 | 1316979643 | 10,35720771 | 11,09023385
E£EF L gct 7
gt 8 & c 8
e g 9 © g 9
10 10
MEDIA 5120 2560 | 14506,7( 596256 33260 [ 49151,33 MEDIA log 8,202241637 | 7,509094456 | 8,548815227 | 9,473011468 | 5357486536 | 1028174418
g 9G LOG g 9G
GRUPO 2 |individuo | 17 colets | 2% coleta [3% coleta| 1% colets |27 coleta | 3% colsts GRUPO 2 |Individuo| 17 colsts 2% colets 3° coleta 1% coleta 2% coleta 3 coleta
1 1
° % 2 4098 4098 512 4098 32768 | 131072 ° % 2 8317766167 | 8 317766167 | 6238324625 | 8 317766167 | 10,39720771 | 11 78350207
§ < 3 1024 512 256 1024 512 512 é < 3 5931471808 | 6, 238324625 | 5545177444 | 6931471806 | 6238324625 | 5,238324525
& z E 4 512 512 1024 512 2048 2048 & z E 4 6238324625 | 6,238324625 | 6931471806 | 6,238324625 | 7624618586 | 7 6245618986
H o8 5 512 256 256 2043 512 128 H o8 5 6,238324625 5177444 | 5545177444 | 7624518985 | 6238324625 | 4 852030264
e E E ] 4086 2048 512 16384 8182 4086 e E E ] 8317766167 | 7 624618586 | 6238324625 | 9, 704060528 | §,010913347 | 8, 317766167
E B @ 7 1024 1024 2048 4086 8182 8182 E B @ T 6931471806 | 6,931471806 | 7624618956 | & 317766167 | 5010913347 | 5010913347
g 8 g 8
=i 9 — 9
10 10
MEDIA 1877,33 | 1408 1088 | 4693,333| 8704 |24341,33 MEDIA log 7,162520866 | 6,815947276 | 6,353849155 | 7,855668045 | 8,086717107 | 7,971192576
igM l9G LOG igM laG
GRUPQ 3 |Individuo |17 coleta |27 colets | 3% coleta| 1% coleta | 2% coleta | 37 coleta GRUPQ 3 |individuo| 1% coleta 2% coleta 3% coleta 1% coleta 2% coleta 3* coleta
1 4056 2048 4086 16384 | 131072 | 262144 1 8317766167 | 7 624518986 | 8317766167 | 9704060528 | 11,78350207 | 12 47664925
235 2z 4096 312 1024 2048 1024 1024 23 2 8,317766167 | 6,236324625 | 6931471806 | 7 624613986 | 6,931471806 | 6931471506
.g g _E 3 512 1024 2048 4086 32768 16384 .g g _E 3 6,238324625 | 6,931471806 | 7624618956 | & 317766167 | 10,39720771 | 9,704060528
% @ E 4 512 512 512 2048 2048 512 % 2 E 4 6238324625 | 6, 238324625 | 6238324625 | 7 624618986 | 7624618986 | 6236324625
2 = € 5 4096 8192 | 65536 1024 2182 32768 2 - £ 5 8317766167 | 9010913347 | 11,09035489 | 6,931471806 | 9010913347 | 10,38720771
e E o ] 1024 4095 4096 2043 2182 2182 = E o ] 6,931471806 | 8,317766167 | 8,317766167 | 7,624618986 | 9010813347 | 5010913347
Eef [ B =
sgr [ =2 sgEl 2
=20 9 20 9
10 10
MEDIA 238933 | 2730,67 [128853| 4608 | 305493 | 53504 MEDIA log 7,393569926 | 7,393569926 | 8,086717107 | 7,971192576 | 9,126437877 | 9,126437877
g 109G LOG lg 10G
GRUPO 4 |individuo| 1% colets | 2% coleta |37 colets| 17 colets | 2% coleta | 37 colets GRUPQ 4 |individuo| 1% coleta 2% coleta 3* coleta 17 coleta 2% coleta 3% colets
1 B = = = B = 1 = = = = B =
E 2 512 1024 512 1024 4096 4055 = 2 6,238324625 | 6,931471806 | 6,238324625 | 6931471806 | 8317766167 | 8 317766167
= e B B 4 1024 1024 1024 1024 4086 2048 = 2‘ B B 4 6,931471806 | 6531471806 | 6931471806 | 6931471806 | 8317766167 | 7 624618586
g s E 5 2048 2048 4086 8192 16384 16384 g s E 3 1,624618986 | 7 624618986 | 8, 317766167 | 9010913347 | 9704060528 | 9 704060528
= § ¢z (] 4095 2048 4095 16384 32768 | 65536 = § e [:] 8317766167 | 7,624518085 | 8,3177656167 | 9704060528 | 10,39720771 | 11,09035489
g g2 & T 2048 4096 2048 32768 65536 65536 g 22 £ 7 7624518986 | 3317766167 | 7624618986 | 10,39720771 | 11,09035489 | 11,09035489
- % ? (i} 262144 | 2048 4086 262144 | 131072 | 32768 = % E 8 1247664525 | 7624618986 | 8317766167 | 12 47664825 | 11,78350207 | 10,38720771
@ 9 ® 9
- 10 - 10
MEDIA 45312 2048 | 264533 53589,33 [ 423253 [ 31061,33 MEDIA log 8,202241837 | 7,505094456 | 76246185986 | 9,241962407 | 9935109588 | 5,704080528
ight G LOG ight G
GRUPO 5 |individuo| 1% colets | 2% coleta |37 colets| 17 colets | 2% coleta | 37 colets GRUPO 5 |individuo| 1% coleta 2% colets 3° colets 1% coleta 2% colets 3% colets
1 8182 512 10244 8152 4086 1024 1 5010813347 | 6,238324625 | 9234447447 | 5 010913347 | 8317766167 | 6831471806
= 2 2048 1024 1024 1024 32768 | 131072 = 2 1,624618986 | 6,931471806 | 6,931471806 | 6931471806 | 10,38720771 | 11,78350207
= ﬂ |5 3 8182 4096 | 2048 8192 55535 | 262144 - g L 3 9,010913347 | 8317766167 | 7,624613986 | 5,010913347 | 11,08035439 | 12 47664525
1] g = 4 1024 1024 2048 16384 32768 65536 ] g = 4 6,931471806 | 5931471806 | 7624618986 | 9,704060528 | 10,39720771 | 11,09035489
% £ o E 5 4086 4086 1024 8152 16384 16384 % £ a E 5 8 317766167 | 8,317766167 | 6,931471806 | 5010913347 | 5704060528 | 5 704060528
= g c g ] 2048 2048 4086 1024 16384 32768 = g c g ] 1,624618986 | 7 624618986 | 8, 317766167 | 6931471806 | 9704060528 | 10,39720771
L - 55581
i 2 2 @ 2
w 9 w )
10 10
MEDIA 428667 [ 213333 | 3414 7168 275989,3 | 34821,33 MEDIA log 8,086717107 | 7,393569926 | 7,7773992 | 8433290697 | 9935109538 | 10,39720771
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Gréfico 2. Variagdo dos niveis de IgM em logaritmos Neperianos
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Gré&fico 3. Variagdo dos niveis de 1gG em logaritmos Neperianos

Testes Paramétricos

Correlacdo entreasmédiasde IgM elgG

G 1: Controle negativo. Sem procedimento.

G 2: Controle negativo. Sangue citratado n&o
contaminado.

G 3: Controle positivo. Sangue contaminado.

G 4: Esplenectomiaparcia + sangue
contaminado.

G 5: Esplenectomiatotal + sangue
contaminado.

G 1: Controle negativo. Sem procedimento.

G 2: Controle negativo. Sangue citratado ndo
contaminado.

G 3: Controle positivo. Sangue contaminado.

G 4: Esplenectomiaparcia + sangue
contaminado.

G 5: Esplenectomiatotal + sangue

contaminado.

As médias dos niveis de imunoglobulinas IgM e 1gG apresentaram-se

estatisticamente significantes entre os grupos 1 e 5, pela andlise do método ANOVA,

com p=0,0301 e p=0,0238 respectivamente.

A andlise de variancia (ANOVA) ndo se apresentou significante em uma

andlise de coorte dos camundongos. p=0,4119 paralgM e p=0,2451 para |gG.
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Correlacdo entre asmédias de parasitemia e os niveisde IgM
O teste t-Student entre as médias da parasitemia e os niveis de IgM ou entre as

médias de parasitemia e os niveis de IgG foram p = 0,0764, portanto ndo significantes.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a parasitemia em camundongos submetidos a
esplenectomia total, esplenectomia parcial e ndo esplenectomizados, infectados pelo
Plasmodium berghei. Avaliou também a variacdo dos niveis de IgM e IgG totais em
camundongos infectados e nédo infectados; esplenectomizados e ndo esplenectomizados,
no tempo do experimento.

Para destacar aimportancia do baco, ressaltamos:

O baco s6 veio a ter sua visibilidade imunol6gica, sua biologia funciona e sua
importancia clinica, apos meta-andlises das evolucdes clinicas de corte de pacientes
asplénicos, que desvendaram tendéncias de sepse, embolia pulmonar e enfarto do
miocardio (KING, SCHUMAKER JR, 1952; ROBINETTE, FRAUMENI JR, 1977);

O aumento da susceptibilidade a infeccdo é bem reconhecido em pacientes
asplénicos, e tem levado cirurgifes pesquisadores a buscarem aternativas visando a
preservacdo do Orgdo. Apesar da esplenectomia segmentar ter sido discutida desde o
século passado, coube a Campos Christo (1959) sistematizar e apresentar esta técnica
operatéria. Outra técnica para preservacdo cirlrgica do baco foi sistematizada e
apresentada por Petroianu na década de 1980, apés cinco anos de estudos experimentais,
e vem sendo realizada desde 1984. A nova técnica foi denominada de esplenectomia
subtotal, e preserva o polo superior esplénico que é vascularizado pelos vasos
esplenogéastricos. Sua utilizagdo tem sido realizada no trauma esplénico grave, na
hipertenséo porta, entre outras (PETROIANU, 1983; PETROIANU, 1988; RESENDE;

PETROIANU, 1997; RESENDE; PETROIANU, 2001);
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A retirada do baco repercute em outros 6rgaos, sobretudo na medula 6ssea, no
sistema mononuclear fagocité&rio, nos linfonodos e no figado (PETROIANU;
MIRANDA; OLIVEIRA, 2008);

Os agentes etiologicos mais freglentes nas infecgdes fulminantes poés-
esplenectomias (IFPE) sdo as bactérias encapsuladas: Streptococcus pneumoniae (mais
da metade de todas as infecgbes), Haemophilus influenzae tipo B e Neisseria
pneumoniae. Segundo Singer (1973), estes trés patdgenos sao responsavels por 73% das
IFPE. Individuos asplénicos ou hipoasplénicos também sdo mais susceptivels a cursos
fatais de maléria causada por Plasmodium sp (KIRCHGATTER, et a, 2005);

O baco desempenha papel imune fundamental especialmente quando
microorganismos ou outros antigenos entram em contato com o hospedeiro diretamente
por via sanguinea, visto sua fungdo na recirculagcdo linfocitaria (SCHWARTZ, et
al.,1982);

O baco representa um grande reservatério de linfocitos e exerce importante
papel na producdo de anticorpos em especia algM (LLENDE; SANTIAGO-DELPIN;
LAVARGNE, 1986);

Por ter sua importancia pouco esclarecida e pelo fato de sua auséncia ser
compativel com a vida, até hoje este 6rgdo vem sendo retirado indiscriminadamente no
trauma e em diversas doencas (CAMPOS CHRISTO, 2001);

A importancia do bago na resposta imunitéria organica e de outras atribuicdes
desse 6rgéo levou a uma nova orientacdo no tratamento das afeccOes esplénicas. A
indicacio e a abordagem cirargica tornaram-se mais conservadoras (KING;

SCHUMAKER JR, 1952; CAMPOS CHRISTO, 1959; PETROIANU, 2003);
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Os episadios repetidos da maléria levam a esplenomegalia, que predispde a
lesdes esplénicas, particularmente nos casos de trauma de baixa intensidade (BOONE;
WATTERS, 1995);

O modelo experimental camundongo tem sido de importancia impar no estudo
dos potenciais mecanismos de protecdo a infecgdo malarica (LANGHORNE, et al.,
2008). Os roedores sdo os que mehor reproduzem as caracteristicas clinicas e
patoldgicas da malédria humana (NITICHEU, et a., 2003). Camundongos submetidos a
ablacdo total esplénica apresentam deficiéncia na producéo de anticorpos naturais como
IgM, devido a acentuada diminuicdo de linfécitos B1-a (WARDEMANN, et al., 2002).

No presente trabal ho todos o0s grupos tiveram evolugdo crescente da parasitemia.
¢ N3&o esplenectomizados (controle com parasitemia)

A curva de parasitemia nos camundongos ndo esplenectomizados apresentou
uma evolucdo lenta e progressiva, sem resolucdo até o final do experimento: 31,04 /
8,83 = 3,51 (3,5 vezes maior), semelhante ao reportado na literatura por GARNICA, et
al., 2002.

e Esplenectomia parcial

Nos camundongos submetidos a esplenectomia parcial, com remocéo de 50%
do tecido esplénico, a parasitemia ficou muito préxima dos indices do grupo controle:
35,01/ 9,49 = 3,69 (3,7 vezes maior ao final do experimento), o que leva a crer que o
fator clareamento foi observado também no estudo experimental.

e Esplenectomiatotal

Nos camundongos com esplenectomia total, a parasitemia exacerbou-se
progressivamente, quando comparados com o grupo controle: 63,22 / 11,71 = 5,39 (5,4
vezes maior ao final do experimento). Estes resultados estéo de acordo com os relatos

na literatura ja que o bago € o responsavel pelo clareamento dos parasitas (ALVES ;
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WEIDANZ; WEISS, 1996), além de ser 0 6rgdo chave para remo¢do de hemacias
parasitadas durante a infeccdo malérica (ENGWERDA; BEATTIE; AMANTE;
2005), e pela sua dificuldade na realizagcdo desta funcdo (clareamento) no controle da

infeccdo nos pacientes asplénicos (FAUCHER et a., 2006).

Comparando o grupo 3 com o grupo 4 (esplenectomizado parcial), tomando a
primeira amostra, observamos que a diferenca era menor que 1% (0,66), e ao find
menor que 4% (3,97), favoraveis ao grupo 4, namédia.

Ao se comparar 0 grupo 3 com 0 grupo 5 (esplenectomizado total),
verificamos que a diferenca torna-se maior no segundo, observando-se uma parasitemia
menor que 3% (2,88) na primeira amostra, elevando-se ao fina para 32% (32,18), na
média.

e Variacao dos niveis de | munoglobulinas

A variagdo dos niveis de IgM e 1gG comparada entre os diferentes grupos néo
traduziu um direcionamento entre as intervencbes e os resultados no presente
experimento. Pouco se tem evoluido, mesmo em nivel experimental, sobre o
conhecimento da funcéo do tecido esplénico, hgja vista ndo existirem parametros que
mostrem diretamente a sua fungdo (RESENDE; PETROIANU, 2001). O fato de ndo se
ter constatado que os camundongos com esplenectomia total e parcia néo
demonstraram significativas diferencas nos niveis séricos, principamente de IgM, de
fase aguda, sugere que outros 6rgdos compensem a funcdo esplénica. Existem
controvérsias na literatura no que se refere aos niveis de imunoglobulinas em pacientes

esplenectomizados (CLAYER et al., 1994; ZOLI et a., 1994).
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A quantificacdo dos niveis das imunoglobulinas traduz apenas a parte
humoral, ndo sendo o mais adequado para avaiar a fungdo esplénica e em particular a
imunol ogica.

No futuro, aicercados com novas técnicas laboratoriais, incluindo-se a
biologia molecular, a citometria de fluxo entre outras, teremos chance de entender
melhor estes resultados incipientes e desvendarmos, assim, as fungdes esplénicas, e a
possibilidade de que outros 6rgdos, especiamente o figado, possam compensar a fungdo

esplénica namalaria experimental em camundongos esplenectomizados.
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7. CONCLUSAO

O estudo experimental utilizando camundongos inoculados com o Plasmodium
berghei para se observar e quantificar a parasitemia e os niveis de imunoglobulinas (IgM e
IgG) respectivamente, nos levou as seguintes conclusdes:

e A parasitemia induzida pelo P.berghei ANKA em camundongos, evoluiu de
forma progressiva em todos os grupos, com sobrevida de todos os animais
inoculados, no tempo do experimento do presente trabal ho;

e Nos animais nado-esplenectomizados comparados aos submetidos a
esplenectomia parcial, observou-se um pequeno aumento no indice de
parasitemia e um significativo aumento nos animais nos quais se realizaram a
ablacdo total do bacgo, ao final do periodo do experimento;

e A esplenectomia parciad demonstrou a eficiéncia do tecido esplénico
remanescente para controlar a parasitemia;

e Nos camundongos submetidos a esplenectomia total observou-se a dificuldade
pararedlizar o clareamento do sangue e controlar ainfeccao;

e A vaiabilidade dos niveis totais da IgM e IgG ndo forneceram dados
significativos para a andlise da funcdo imunol 6gica do baco, em camundongos
com infeccdo malérica;

e A importancia do remanescente esplénico no clareamento das hemacias
parasitadas pelo Plasmodium berghei demonstrou ser eficiente, de modo a

evitar sérias complicacOes decorrentes da mal&ria em camundongos.
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9. ANEXOS

9.1 Identificagdo

Identificacdo (grupos e numeros dos animais)

Na base da cauda contornando-a (grupos) 1,0 cm da marcagdo do grupo
G1 (n=10) SEM MARCACAO 1! Marrom 6 == Marrom
G2 (n=10) VERDE 2| Verde 7 == \erde
G 3 (n=10) AZUL 3} Azul 8 == Azul
G 4 (n = 10) VERMELHO 4 Vermelho 9 == Vermelho
G5 (n=10) PRETO 5! Preto 10 == Preto
Protocolo 5.1. Identificagdo dos grupos e dos animais
9.2 Recuper acdo pos-anestésica
N°.de | Ao Término 30 min. 60 min.
PARAMETROS pontos | dacirurgia apos apos

1. Atividade motora

A. Deambulando. 2

B. Movendo os membros sem

deambular. 1

C. Incapaz de mover os membros. 0

2. Respiracao:

A. Frequénciarespiratéria> 60 e

auséncia de cianose de

extremidades. 2

B. FreqUénciarespiratoria< 60 ou

cianose de extremidades. 1

C. Frequénciarespiratoria< 60 e

cianose de extremidades. 0

3.Consciéncia:

A. Completamente acordado. 2

B. Reagindo ao estimulo doloroso

(pingcamento). 1

C. Nao respondendo ao estimulo

doloroso (pincamento).

4.Cor:

A. Rosada (coloragdo normal). 2

B. Palida 1

C. Ciandtica. 0

Total 0as

Camundongo n® Grupo: Data: Alta: h.

Protocolo 5.2. Avaliagdo do animal em recuperagdo pos-anestésica. Critérios de alta. Pontuagdo pds-anestésica
(indice igual ou superior a seis sdo considerados seguros). Adaptacdo da Escala de Aldrete Kroulik, (WAINFORT;
FLEKNELL, 1992) e (Andersen, et a.; 2004).
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ExameFisico

Respiracéo

Narinas (secrecéo)

Olhos (brilho, secrecéo)

Coordenagdo motora (como se movimenta)

Comportamento (isolamento, ativo/luta ao manusei o)

Postura (normal mente, encurvada) e piloerecéo

Incisdo Cirargica

Limpa

Suja

Edemaciada

Hiperemiada

Protocolo 5.3. Evolugao clinica e recuperagdo pos-cirdrgica. Aspecto daincisdo cirlrgica. Diariamente nos 3
primeiros dias, e aseguir, de 3 em 3 dias até 0 12° diaapdsacirurgia(ANDERSEN, et d.; 2004).

9.4 Contagem de eritrdcitos na camara de Neubauer

Homogeneizar 0 sangue;

Aspirar o sangue até a marca de 0,5 (pipeta de glébulos vermelhos);

Limpar o0 sangue de fora da pipeta com papel ou gaze;

Aspirar o diluente até amarca 101,

Agitar manua mente(aproximadamente 5 minutos);

Desprezar as primeiras gotas e preencher a cdmara de Neubauer;

N[OOI~ WIN|F-

Deixar a cdmara em repouso aguns minutos (aproximadamete 5
minutos) e iniciar contagem;,

8 Contar as hemécias de 5 quadrados médios e multiplicar por 10000.

Protocolo 5.4. Técnica de contagem de eritrocitos na cdmara de Neubauer. Diluicdo em pipeta de
Thomas (microdiluicéo).

9.5 Determinagdo da parasitemia

Anti-sepsiada cauda com dcool 70%. Deixar secar.

Incisdo nalateral da extremidade da cauda.

Coletar a primeira gota de sangue em [amina de vidro.

Confeccionar o esfregaco com lamina extensora.

Deixar secar atemperatura ambiente.

Fixar com metanol 99,8%.

N[OOI~ WIN|EF

de Giemsa por 15 minutos.

Colocar as laminas em placas préprias de acrilico e realizar coloragdo pelo método

(0]

Lavar as |aminas em agua corrente e secar a temperatura ambiente.

9 | Visualizar em microscopia 6tica, aumento de 1000 x.

10 | Contar o niUmero de hemécias parasitadas e 0 nimero total de heméacias, através da

leitura de 10 campos.

11 | Determinar o indice de parasitemia em percentual.

Protocolo 5.5. Confeccdo de |amina para o exame de esfregaco e determinacdo do indice de parasitemia

(SILVA, et dl., 2005).
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9.6 Monitoramento da parasitemia

Grupos 3, Diasdas Coletas
4eb
N® Média
. ¥ ¥ [ ¥ 12° | individual
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Média do
Grupo

Protocolo 5. 6 Monitoramento da parasitemia em percentual através do exame da gota estendida.

9.7 Deter minacdo dos niveis das imunoglobulinas

1 | Pipetar 150 uL de TBS em cada pogo da placada ELISA;

2 | Redlizar adiluicdo seriada das amostras;

3 | Preparar a placa para DOT: placa acrilica + papel de filtro + placa de nitrocel ul os¢
placa acrilica com furos;

4 | Pipetar 5 uL das amostras diluidas da placa de ELISA paraa placade DOT,;

5 | Aguardar aplacade DOT secar;

6 | Colocar a membrana de nitrocelulose em uma placa de Petri e adicionar leg
desnatado, Molico®, parafazer o blogueio da membrana (24h);

7 | Descartar 0 excesso de leite e adicionar a placa de Petri 20 mL de TBS + 20 puL
anti-imunoglobulina IgG ou do anti-imunoglobulina IgM;

8 | Homogeneizar por 1 horg;

9 | Lavar amembrana5 vezes com PBS;

10 | Adicionar a placa colocando uma solugdo composta por DAB (5mg) + TBS (30 |
+ peroxido de hidrogénio a 0,015% (15 a 20 ulL), durante 5 minutos;

11 | Lavar aplaca com agua;

12 | Deixar secar.

Protocolo 5.7. Técnica para determinar os niveis das Imunoglobulinas G e M. Utilizou-se 0 método DOT-ELISA,
conforme protocolo do Laboratério de Imunologia do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFAM.




9.8 Monitoramento dos niveis das Imunoglobulinas G e M

Grupos 1° amostra | 2° amostra | 3° amostra
1,2,34e5
IgM | IgM | IgM | 1gG | IgM | 1gG
NO
6° dia 22° dia 32° dia
Dias
1
2
3
4
5
6

Protocolo 5.8. Acompanhamento das dlteragdes dos niveis das
imunoglobulinas no 6°, 22° e 32° dia, dos grupos controles e experimentais.



9.9 Monitoramento de sobrevida dos animais.
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Grupos
1,234e5

NuUmer os dos camundongos

NO

718|910

Grupos: 1a5.
Descartes/ Obitos
Obser vagdes

Descartes de 2 camundongos:

1doG1le2doG 2, por pesar

menos de 15 g, no 8° dia

2 Obitos do G 4, 30 minutos apos

o término da cirurgia, de causa

anestésica, no 8° dia
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Protocolo 5.9 Evolugdo dos animais durante o experimento: descarte, ébitos pds-operatério e apds inocul agéo.
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9.10 Resultados para andlise da parasitemia.

¥ coleta/ 27°dia GRUPO 3
PAR 1A o

0% 31

4* coletal 29°dia GRUPO 3 |5° coletal 32%dia

PAR 1A

U0 | PAR.

GRUPO 3 | 1° coleta/ 23°dia GRUPO 3|2 coletal 25%ia GRUFPO 3

.00% N 20%

2.60%

0.80%

8.40% 3:2 11.30% 15:60% 32 21.70% 32 23.70%
7.70% 3E 11.80% 14.60% 3iE 20.10% 3iE 28.20%
7.70% 34 10.80% 16.20% 34 20.40% 34 32.00%
9.80% 585 12,60% 15.40% 585 20,70% 585 31.70%
3.10% 36 1.70% 14.40% 36 20.00% 36 32.00%
8.80% S 12.50% 14.30% 3 21.00% 3 30.30%
9.80% 38 12.90% 16.30% 38 20.10% 38 31.60%
7.50% 580 13.00% . 17.10% 580 21,10% 580 32.00%
8.70% 3.10 12.40% 3.10 13.80% 3.10 20.00% 3.10 N.70%
8,83% MEDIA 12,16% MEDIA 15,42% MEDIA 20,61% MEDIA 31,04%

1% coleta/23%dia 2* coleta/25%dig| 3° coleta/27°dig 4# coleta/29%dia GRUPO 4 |5° coleta/32°dia

PARASITEMIA PARASIT PARASIT INL 0| PARASITEMIA
- - _ 41 -
10,20% 15,10% 16,00% 42 34.10%
- - - 43 -
9.10% 13.60% 15,20% 44 35.20%
9.30% 15.60% 16,90% . , 4.5 35.80%
9.10% 12,50% 14,10% 46 21,50% 46 35,90%
9.00% 16.30% 17.00% 4.7 24.30% 4.7 35.20%
9.50% 13.70% 15,70% 4.8 21,60% 4.8 33.30%
10.20% 12.80% 16,50% 49 23.10% 49 35.40%
9.50% 15,50% 17,00% 4.10 23,20% 4.10 35,20%
9,4%% 14,3%% 16,05% MEDIA 22,61% MEDIA 35,01%

1% coleta/23°dia GRUPO §|2° coleta/25°dia GRUPO & |3 coleta/27°dia

NDIVIDUO| PARA

5% coleta/32°dia

4* coleta/29%dia

INDIVIDUQ| PARA

12.60% 51 21.30%

B50% 13.60% 53.80%

10,20% 52 21,80% 30,80% 46,70% 65,30%
12,30% 53 22.80% 31.80% 49,60% 62,30%
11,10% 54 21.40% 31.50% 44,90% 62,70%
10,40% 55 20,10% 30,50% 44,90% 63,50%
12,20% 56 18,20% 33.10% 47.50% 62,70%
13,70% 57 23.80% 33.60% 44,10% 63,40%

- 58 . - - .
11,10% 59 21,90% . 29,80% 43,60% 51,30%
11,80% 510 22 50% 510 30,50% 45.40% 54,00%
11,71% MEDIA 21,53% MEDIA 31,68% 45,59%% 63,22%

1- Do 1°ao7° dia correspondem ao periodo de aclimatacso.

2-  No 8° diaforam realizados os procedimentos cirlrgicos.

3- Nodia20° foi inoculado o Plasmodium berghei

4- A coletade sangue para a parasitemafoi realizada no 23°, 25°, 27°, 29 e 32° dia.
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9.11 Resultados para andlise dasimunoglobulinas

fgM IgG LOG igM g
GRUPO 1 |Individuo | 1° coleta |2° coleta |3 coleta| 17 coleta | 2* coleta| 3% coleta GRUPO 1 |individuo| 1% coleta 2 coleta 3 coleta 1* coleta 2% coleta 3 coleta
1 2048 | 1024 | 2048 | 2048 | 2048 | 1R3B4 1 7624618986 | 6931471806 | 7624618086 | 7624618085 | 7624618086 | 9704060528
o'g 2 4096 | 1024 | 1024 | B892 | 13072 | 131072 OE 2 | BITTEE16T | 6031471806 | 6931471806 | 9010913347 | 1178350207 | 1178350207
%E 3 4096 | 2048 | 2048 | 37788 | 10M4 2182 %E 3 | B3TTE61ET | 7E24618086 | 7624618086 | 10,38720771 | 6931471808 | 8010913347
g7 2 4 2048 | 8192 | 8182 | 2048 | 16384 | M98 g7 8 4 | 7524618586 | 9010813347 | 9010913347 | 7624618986 | 9704060528 | 8011401508
Eﬁﬂ 5 2048 | 2048 | 65536 | 8192 | 16384 | 65532 EEE 5 | 7524618986 | 7524618586 | 1109035489 | 5010913347 | 9704060528 | 1109029385
247 3] 16384 | 1024 | 8192 | 524288 | 32788 | 65532 B24q 6 | 9704060528 | 6031471806 | 9,010813347 | 13 16973643 | 10,30720771 | 1109028385
get [ g5 [
§c 8 §¢ 8
6 9 6 9
10 10
MEDIA 5120 | 2560 |145067| 96256 | 33280 |4815133 MEDIA log 8202241637 | 7509094455 | B 548815227 | 9473011468 | 9,357486838 | 10,28174419
laM lgG LOG IgM lgs
GRUPO 2 |Individuo | 1° coleta |2° coleta | 3° coleta| 1% coleta [2° coleta | 3° colets GRUPO 2 |individuo|  1° coleta 2 coleta 3 coleta 1* colgta 2 colgta 3 coleta
1 1
o% 2 409 | 4096 | 512 4036 | 32788 | 1M072 o% 2 | BYTTEE16T | BITTE616T | 6238324625 | 8 MTTEE16T | 1030720771 | 1178350207
Eg 3 1024 | 512 256 1024 512 512 %g 3 | BA34T1B06 | 6238324625 | 5545177444 | 603471806 | 6238324625 | 6238324625
mﬂ L 4 512 512 | 10 512 2048 | 2048 mﬂ g 4 | 6238324625 | 6.23R324675 | 6931471808 | 6238324675 | 7 624618086 | 7624618085
Ent 5 512 256 256 2048 512 128 2ol 5 [ 6,238324625 | 5,545177444 | 5545177444 | 7624618586 | 6,238324625 | 4,852030264
2 EE i 409 | 2048 | 512 | 18384 | #1w2 4096 2 EE 6 | BITT66167 | 7624618986 | 6238324625 | 9704060528 | 9010913347 | 8 37766167
E‘é © 7 1024 | 1024 | 2048 | 4098 8192 3192 E‘é © T | 6931471806 | 6931471806 | 7624618085 | B 37766167 | 9010913347 | 5010913347
g ig (&
| 9 - 9
10 10
MEDIA 187733 | 1408 [ 1083 |4693333| 8704 |2434133 MEDIA log 7162520866 | 6815947276 | 6353849155 | 7 855668046 | 8 086717107 | 7871192576
lgM lgG LOG lgM lgs
GRUPOQ 3 |individuo | 1° coleta |2° coleta | 3° colets| 1° colets |27 coleta| 3° coleta GRUPQ 3 |individuo| 17 colets 2 colgta 3 coleta 17 colgta 2* colgta 3 colgta
1 4096 | 2048 | 4096 | 16334 | 13072 | ZE2144 1 8317766167 | 7624618086 | B 317766167 | 9704060528 | 1178350207 | 12 47664925
o g3 2 4096 512 | 1024 | 2048 1024 1024 o g3 2 | BITTEE167 | 6238324625 | 6931471806 | 7624618985 | 6931471806 | 6931471806
sag 3 312 1024 | 2048 | 4096 | 32788 | 16334 :ag 3 | 6,238324625 | 6931471806 | 7624618985 | B 37766167 | 10389720771 | 8704060528
Egg 4 512 512 512 2048 | 248 52 Egg 4 | 6238324625 | 6238324625 | 6238324625 | 7 624618086 | 7624518085 | 6238324625
82*5 5 4096 | 8192 | 5538 | 1024 8192 | 32788 &21; 5 [ 8317786167 | 9,010913347 | 1109035489 | £,931471806 | 9010913347 | 1039720771
Egg B 1024 | 4086 | 4096 | 2048 8192 g8 Egg 6 | 6931471806 | BMTTE616T | 8317766167 | 7 624618085 | 8010913347 | 9010813347
g8 7 28 [
5EF [ s 585 [ ¢
I5 [ 9 T3 [ 9
10 10
MEDIA 238033 | 273067 | 128853| 4608 | 305493 | 53504 MEDIA log 7303560926 | 7393560026 | B 0BETITI07 | 7971102576 | 0128437877 | 9126437877
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Igh IgG LOG gt IgG
GRUPO 4 |Individuo| 1* colets | 2% coleta | 3° coleta| 1° coleta | 2° coleta | 3F coleta GRUPO 4 {individuo| 1° colete 2* coleta 3 colets 1% colets 2 coleta 3* coleta
1 . . . . . . 1 . . . . . .
= 2 512 | 1024 | 512 | 1024 | 4085 | 4096 3 2 | 5,238324625 | 6,931471806 | 6238324625 | 6,931471806 | 8317765167 | 8317766167
3N o e e s s [P S S I S B
£ gg B4 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 4096 | 2048 t 3%3 4 | 6,931471806 | 6931471805 | 6,931471806 | 6931471806 | 8 317765167 | 7624618985
‘E Egel 5 [ o048 | 2048 [ 4006 | st92 [ 16384 | 18384 E Eg [ 5 [7624618986 | 7624618986 | 8317766167 | 9,010813347 | 8704060528 | 9,704060428
Efsf| 6 4096 | 2048 | 409 | 18384 | 32788 | 65538 §8of| & |8317766167 | 7,524613985 | 8317766167 | 9704060528 | 10,39720771 | 11,09035489
FePgl 7 [ 208 | 2096 | 2048 [ 32768 [ 65536 | 63538 F2 s 7 [762e618386 | 8317766167 | 724618986 | 1039720771 | 1109035438 [ 11,09035489
- 2 @ B | 262144 2048 | 4095 | 262144 | 131072 | 32768 - - @ § | 1247854925 | 7524618985 | 8,317766167 | 12,47654925 | 11,78350207 | 10,39720771
& g ] 9
. 10 . 10
MEDIA 45312 | 2048 | 264533 5358033 | 423253 [ 31081,33 MEDIA log 8202241837 | 7508094455 | 7524518086 | 5241962407 | 9,9351095838 | 9704060528
lg lgG LOG gt IgG
GRUPO 5 |individuo| 1* colets | 2% coleta | 3° coleta| 1° coleta | 2% coleta | 3F coleta GRUPO 5 {Individuo| 1* colete 2* coleta 3 colets 1% colets 2 coleta 3* coleta
1 B1g2 | 512 [ 10244 | 8152 | 4085 | 1024 1| 5010913347 | 6238374875 | 9,234447447 | 5010913347 | 8 31776A167 | 6831471208
i 2| 2048 | 1024 | 1024 | 1024 | 32788 | 131072 i 2| 7/24518986 | 6,931471805 | 6931471806 | 6,931471806 | 10,39720771 | 1178350207
= ﬂ 2,03 B192 | 4095 | 2048 | 8192 | 85535 | 76244 c ﬁ 2 |3 9010913347 | 8317765167 | 7,624518985 | 9,010813347 | 11,09035489 | 1247654825
s g Il 1024 | 1024 | 2043 | 16384 | 32768 | 6553 Es g B4 |6.931471806 | 6,931471806 | 7,624518986 | 9.704060528 | 10,39720771 | 11,08035489
E E 2El 5 4096 | 4098 | 1024 | 192 | 18384 | 18384 E E £ E[ 5 [ 8317766167 | 8317786167 | 6,031471306 | 9,010913347 | 8704080528 | 9,704060528
mg g f| 6 | 2045 | 2043 | 4096 | 1024 | 16384 | 32768 m‘g g E| & |7.624613966 | 7,624613566 | 6317766167 | 6931471806 | 9704060528 | 10,39720771
§58lI §EfelT
R & 20 g
Lﬁ 9 Lﬁ 9
10 10
MEDIA 426667 | 113333 | 3414 | T8 | 279893 | 8482133 MEDIA log B0BET1TA07 | 7303560925 | 77773982 | 8433200897 | 9,935108588 | 10,39720771
5 Asdiluiges sdo feitas em escalas de 1: xxxx, no entanto devido a fungfes do programa, inserimos somente para
quanto foi feita adiluicdo da amostra, ficando os signos “ 1:” subentendidos .
6- Os grupos eram compostos por 10 individuos inicialmente. Houve perdas durante o procedimento cirdrgico e
alguns grupos tiveram o nimero de individuos reduzidos.
7- Destes, somente 6 individuos de cada grupo foram analisados quanto a dosagem de imunoglobulinas devido a
dificuldade na obtencéo de membrana de nitrocel ul ose.
8- Héaao lado de cada grupo uma tabela com os valores de dilui¢do em logaritimos neperianos (LN)
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