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RESUMO

Araujo Céo, Mirleide. Autohemoterapia em ratos (rattus norvegicus): efeito
sobre o nivel do nivel do fator de necrose tumoral (tnf-a) e leucécitos. 2013.
46p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2013.

A auto-hemoterapia (AH), utilizada a mais de 30 anos é um procedimento antigo
gue nos ultimos anos, esta entre aos estudos que envolvem a medicina humana e
veterinaria. Ela tem a proposta de estimular o aumento dos macréfagos de modo
a combater bactérias, virus e células cancerosas. Pelo estimulo do sistema
reticuloendotelial, a medula 6ssea produz mais mondcitos que vao colonizar 0s
tecidos organicos e recebem entdo a denominacédo de macréfago. Por esta razao
foi testado quatificamente o Tnf-a para avaliar o sistema de defesa em ratos que
poderia ser empregado, como uma alternativa para contribuir com a
imunogenicidade e niveis de protecdo em animais de companhia. O TNF-a
guando liberado em baixas concentragbes age nas células endoteliais
promovendo vasodilatacdo, estimulando a secretarem um grupo de citocinas que
tem acdo quimiotaxica em relacdo aos leucdcitos, promovendo, um processo
inflamatorio local que possibilita o combate a quadros infecciosos. Foram serdo
utilizados 16 ratos higidos, da linhagem Wistar, de peso médio e idades iguais.
Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, G1 o grupo controle e
G2 o grupo AH. Foram retirados sague para realizacdo do Leucograma, teste de
Elisa e da Autohemoterapia, antes da aplicacdao (M1), 8 horas apds aplicacao
(M2) e 7 dias apos aplicacdo (M3). Para quatificacdo de TNF-a foi utilizado o kit
de ELISA, e a intensidade da cor foi medido a 450 nm. Ao se avaliar nesse
trabalho os valores de Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) presente, bem como o
leucograma de ratos submetidos a dois procedimentos de AH, os resultados
revelaram que ha um aumento na producao de TNF-a, apds a aplicacédo da AH e
gue o namero de linfécitos e mondcitos também aumenta nos momento M2, com
uma uma reducdo na producdo de células em M3. Com base no conjunto de
dados obtidos neste trabalho, houve alteracédo nos niveis de TNF-a, com aumento
8 horas e 7 dias ap6s o procedimento de AH. Em relacdo ao leucograma ha
aumento do namero de células, como os linfocitos e mondcitos 8 horas e 7 dias
apos a aplicacdo da AH.

Palavras-chave: Animais; Citocina; Sistema Imune.



ABSTRAT

Araujo Cao, Mirleide. Assessment of levels of tumor necrosis factor (TNF-a)
and leucocyte count in rats (Rattus norvegicus) after procedure
autohemotherapy. In 2013. 42p. Dissertation (Master in Veterinary Science) -
Center for Agricultural Sciences, Federal University of Espirito Santo, Alegre, ES,
2013.

The autohemotherapy (AH), used for more than 30 years is an old procedure that
in recent years, are among the studies that involve human and veterinary
medicine. The AH stimulating the proposal of increasing macrophages in order to
combat bacteria, viruses and cancer cells. For stimulation of the reticuloendothelial
system, bone marrow produces more monocytes that will colonize the tissues and
given the name macrophage. For this reason, the Tnf-alpha was quantumly tested
to evaluate the defense system in rats that could be used or not, as an alternative
to contribute to immunogenicity and protection levels in pets. Among the important
cintocinas is the tumoral necrosis factor-alpha (TNF-a), which is secreted by
macrophages, T cells, B cells and fibroblasts, and can act on almost all nucleated
cells. It is also a mediator of many inflammatory and immune functions, which
regulates the growth of many cell types. For the evaluation were used 16 healthy
rats, Wistar, with the same weights and ages. The animals were divided into two
groups with eight animals each, being the G1 the control group (physiological
saline) and G2 the AH group. All animals had their blood collected for laboratory
analysis before any procedure. Blood was collected for laboratory analysis to
determine the levels of TNF-a and CBC. For quantitation of TNF-a was used
ELISA kit (-linked immunosorbent assay) b100784 Rat TNF-a and the color
intensity was measured at 450 nm. When evaluating this work the values of Tumor
Necrosis Factor (TNF-a) present, as well as WBC of rats submitted to two AH
procedures. The results show that there is increased TNF-a after application of HA
and the number of lymphocytes and monocytes in the moment M2 also increases
with a reduction in the production of cell M3. Based on the data obtained in this
work, there were changes in the levels of TNF-q, the increase is evident 8 hours 7
days after the procedure AH. In the WBC is increased number of cells, such as

lymphocytes and monocytes 8 hours 7 days after application of HA.

Keywords: Cytokine; Immune System; Pets.
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1 INTRODUCAO

A auto-hemoterapia foi introduzida como alternativa terapéutica por Ravaut
em 1910, apud Leite, (2008), entre os anos de 1898 e 1913. Essa terapia foi
utiizada especificamente para evitar infeccbes respiratérias e conforme
Mettenleiter, (1936) com o passar dos anos, a auto-hemoterapia foi inserida no
tratamento de diversas doengcas como pneumonia, bronquites, furunculose,
urticaria e eczemas e mostrou-se eficiente no tratamento coadjuvante de feridas e

lesbes de pele.

O sangue extraido por puncédo venosa é rico em CO; e quando em contado
com um corpo estranho (no caso a seringa), é suficiente para provocar
modificac¢des fisico-quimicas na estrutura da hemacia e, por isso, quando injetado
no organismo, atua como uma proteina estranha. Conhece-se o efeito estimulante
das proteinas parentais sobre o sistema simpatico e o0 parassimpatico, e sabe-se
gue ocorrem reacdes vasomotoras e teciduais em todo o organismo. Assim como
a acado do sistema reticulo endotelial estimulado pela auto-hemoterapia
(TEIXEIRA, 1940)

Os macrofagos sao células secretoras multifuncionais do sistema imune que
participam da regulacdo da resposta imunoldgica, pela liberacdo de mediadores
guimicos, frente a um estimulo apropriado (ZHAO, 2001). A ativacao endotelial e
macrofagica provoca a liberacdo de citocinas, ou seja, das interleucinas (IL-1, IL-6
e IL-8) e do fator de necrose tumoral (TNF), amplificando, dessa forma, a resposta
inflamatoria (BASILE FILHO, 2001).

Para OLLIER (2004), complexas redes de citocinas interagem de forma
dindmica para regular homeostaticamente as respostas imunes e outras vias
biologicas. Por conseguinte, ndo é surpreendente que a variacdo nos niveis de
citocinas tenha sido correlacionada a susceptibilidade nas doencas e processos

inflamatorios.

As citocinas sao proteinas ou glicoproteinas secretadas que tém importante
papel na comunicacao celular e sdo elementos chave no controle da resposta
imune, pois regulam a magnitude e natureza destas respostas, influenciando no
crescimento e diferenciacdo de linfécitos. Elas exercem seus efeitos pela

interacdo com receptores de membrana celular, caracterizados como
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glicoproteinas transmembranicas. Estes tém a capacidade de se ligarem as
citocinas e de transferir a informacédo ao citoplasma da célula via componentes
intracelulares. Como o0s receptores de citocinas tém distribuicdo ampla em
diversos tipos celulares, uma citocina pode atuar em todos os tipos de células que
possuem receptores para a mesma, sendo, portanto, chamadas de mediadores
pleiotropicos (VIZONI et al. 2008).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Auto-hemoterapia

A auto-hemoterapia consiste na retirada de sangue por puncédo venosa e
sua imediata administracdo por via intramuscular ou subcutanea, em que o
doador e o receptor sdo o mesmo individuo (METTENLEITER, 1936).

Segundo Satin e Brito (2004), os produtos da degradacéo eritrocitaria sdo
conhecidos por estimular a eritropoiese e ativar o sistema imune normal,
permitindo a manutengdo da homeostasia. Em analise de dados experimentais e
clinicos do efeito estimulante da auto-hemoterapia em humanos e animais, bem
como experimentos in vitro com linfécitos foi observado que os produtos da

degradacéo eritrocitaria exercem um efeito mais poderoso que eritrocitos intactos.

(...) As alteragbes fisico-quimicas, na totalidade do sangue
e do soro, sdo tdo delicadas e ocorrem rapidamente, que
nenhuma comparagéo pode ser feita entre o sangue retirado de
uma veia e reinjetado intramuscularmente, e o0 sangue acumulado
em uma ferida para ser absorvida, estes dois processos sdo
inteiramente diferentes (METTENLEITER, 1936. Pg.333).

Klemparskaya et al. (1986), ressaltam que em casos de doencas
inflamatorias crénicas, pode levar a uma reativacdo organica. Silva (2009)
comprovou em estudo a ativacdo do sistema imune por meio da aplicacdo de

sangue autologo intramuscular.

Estudos realizados em humanos por David (1924) observou somente a
ocorréncia de reacdes adversas locais imediatamente a injecdo, em que o doente
sente uma sensacédo de peso, de dificuldade nos movimentos no nivel do glateo
gue desaparece e rapidamente o paciente volta a suas atividades normalmente, e
no caso da injecdo no tecido subcutaneo abdominal ou tecido circunvizinho do
local da picada, forma-se equimose mais ou menos duradoura que depende da
guantidade de sangue injetado. Afirma que em todos os doentes envolvidos em
seus estudos e que receberam as injecdes por via intramuscular ndo foi

observado qualquer alteragao.



15

2.1.2 Técnicas utilizadas

Segundo Mettenleiter (1936), existem cinco diferentes métodos de
aplicacdo da auto-hemoterapia: a) pela injecdo intramuscular de sangue
desfibrinado (20 mL de sangue sdo desfibrinados e injetados imediatamente); b)
por uma injecdo intramuscular de 16 mL de sangue fresco com 4mL de agua
destilada; c) pela injecado intramuscular de sangue fresco inalterado; d) pela
injecdo intravenosa de sangue desfibrinado ou sangue mantido no gelo por
algumas horas ou mesmo dias; e) pela injecdo intradérmica em pequena
guantidade de 1 ou 2 mL de sangue fresco. Porém a injecdo intravenosa pode
causar serios efeitos colaterais, preconizando entdo, a intramuscular, que mesmo
em grandes quantidades de sangue injetado por essa via (até 40 mL) ndo se

observa complica¢cfes, nem desconforto ao paciente.

Porém, € importante frisar que a auto-hemoterapia oferece 0os mesmos
riscos de qualquer outro procedimento em que o cliente se submete a puncodes
venosas e inje¢cdes intramusculares, quais sejam: lesfes de nervos e vasos,
necrose tecidual, hematomas e flebites. Acredita-se que estes riscos possam ser
minimizados ou anulados se o procedimento for realizado por pessoa qualificada
(GEOVANINI e NORBERTO, 2009).

Grande parte dos médicos que utilizavam a técnica de auto-hemoterapia
preferiam a injecao intramuscular no musculo gluteo, outros no tecido subcutaneo
da parede abdominal, ou ainda, injetavam sem mudar de agulha no tecido celular
circunvizinho do local da colheita, sob o pretexto de evitar a coagulacdo do

sangue na seringa (DAVID, 1924).

Em estudo realizado por Giovanni e Norberto (2009) em humanos, o
sangue era colhido de veias periféricas escolhidas com critério, os locais da
puncdo nos membros eram alternados semanalmente entre os superiores direito
e esquerdo. As injecdes do sangue colhido eram aplicadas nos musculos
ventrogluteo, gliteos maximo e minimo direito e esquerdo, também se alternando
as regides de aplicacéo e aplicando-se 5mL em cada uma de quatro regides, por
via intramuscular profunda utilizando-se seringa de 20mL e agulha 25 X 7 mm

para a puncao e 30X8 mm para as aplicacoes.
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2.1.3 Substancias associadas a técnica de auto-hemoterapia

A associacao de substancias a auto-hemoterapia se deve as propriedades
imunomoduladoras que apresentam, pois, segundo Appolinario e Megid (2007),
imunomoduladores sdo substancias que atuam no sistema imunoldgico
conferindo aumento da resposta organica contra determinados micro-organismos,
incluindo virus, bactérias e protozoérios, mediante a producdo de interferon e

seus indutores.

Ainda ha o uso da auto-hemoterapia associada a outras substancias como:
0 gas ozbnio, a ozonoterapia (Scrollavezza, 2002), porque também funcionam
como moduladores do sistema imunolégico o que aumenta sua funcéo isto é,
guando a imunidade estd diminuida ele aumenta a resposta em niveis
compativeis com o estado de saude. Sendo assim associagdes sdo interessantes

para modulacdo mais eficaz.

A técnica com ozobnio, isto é, retransfusdo do sangue ozonizado, vem
sendo usada na Europa por mais de trés décadas para a cura de doencas,
particularmente para tratamento de doencas cronicas de origem viral e
neoplasias. Estudos experimentais sugerem que o oz6nio pode desencadear a
producdo de citocinas em leucocitos, levando a modulacdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro (BOCCI, 1992).

Utilizaram a auto-hemoterapia associada ao clorobutanol como no caso da
papilomatose canina a aplicacdo de clorobutanol mais a auto-hemoterapia, que
foram realizadas no mesmo dia na pesquisa de Silva, (2004), das nove terapias
testadas, optou pela utilizacdo da auto-hemoterapia associada ao clorobutanol em

um grupo de 27 bovinos, obtendo um total de 36% de animais recuperados.

O aspecto modulador da imunidade do levamisol foi estudado, em 1971,
por Renoux e Renoux (1971), e foram os primeiros a evidenciar o efeito
imunomodulador do levamisol quando o composto demonstrou aumento da

resposta contra Brucela sp. em camundongos.

Lomnitzer e Rabson (1978), estudando o cloridrato de levamisol
descobriram enorme potencial no estimulo imunolégico, além de restaurador da

funcao de células imunodeficientes (fagdcitos, linfécitos T e linfécitos B).

2.1.4 Auto-hemoterapia e sua relacdo com o sistema imunolégico
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O sistema imunoldgico (SI) protege o organismo animal contra antigenos
estranhos com potencialidade patogénica ou nao, ativando acdo coletiva e
coordenada entre células e moléculas. Embora apresente grandes beneficios,
precisa de controle para evitar que auto-antigenos sejam destruidos (FARIA et. al.
2008).

Do ponto de vista imunologico o baco é o maior 6rgado linféide do
organismo e o principal local das respostas imunes a antigenos originados no
sangue. Desta forma, pode-se afirmar que o baco assume importante funcéo de
defesa do hospedeiro (BRANDT, 2006). Como um filtro, captura e apresenta
antigenos a um grande numero de células T e B que residem ou circulam no
sistema linféide. E também a maior fonte de imunoglobulina G (IgG),
imunoglobulina M (IgM) e o maior local de produgéo de fatores envolvidos no
processo fagocitico de bactérias encapsuladas (KOREN et. al., 1984).

Segundo Guimardes et. al. (2009), em estagios Iiniciais de invasao
microbiana ou de injdrias teciduais, a homeostase local e sistémica é realizada
por macrofagos, dando inicio a uma complexa série de eventos celulares e
bioquimicos. Eles passam a circular na corrente sanguinea durante 24 a 72 horas
e, em seguida move-se para os tecidos por todo o corpo. Nos tecidos, monocitos
maduros se diferenciam em varios tipos de macréfagos. O sistema imune
funciona a partir da estimulacdo antigénica iniciando a resposta imune que
envolve cooperacdo celular entre macrofagos, linfocitos B e linfocitos T. O
processo de migracdo de mondcitos, pela corrente sanguinea, para outros
tecidos, permite a diferenciacio em macréfagos residentes, o que permite
constatar que macrofagos de diferentes tecidos sdo conhecidos por diferir com

respeito as funcdes desenvolvidas.

Para Teixeira, (1940) estudos comprovam que 0 sistema mononuclear
fagocitario (SMF) é eficazmente estimulado pela auto-hemoterapia. Pela prova do
vermelho congo, evidencia-se a capacidade do Sistema SMF de armazenar
corantes, 0 que é acentuado apés a terapia. Por meio de puncdo e coleta de
conteudo vesicular inflamatério e centrifugacdo, e analise depois de seco e
corado, ha incidéncia de 5% de mondcitos, ap0s a aplicacdo da terapia com
sangue e nova coleta e analise do conteudo vesicular, notou-se aumento de 22%

de mondcitos as 8:00 horas, 20% ap6s 72 horas, diminuindo gradualmente em até
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sete dias. Outro teste se resume em determinar o indice bactericida em tumores,
notando-se que apos a terapia, ha acréscimo maximo do indice bactericida e de
monocitos dentro de 8:00 horas, provando a estimulacéo de defesa pelo SMF.

Para Silva, (2009), os resultados da leucometria global apés aplicacdo da
auto-hemoterapia em ratos, apresentaram-se normais, indicando que nédo havia
alteracbes no sistema imunoldgico. Dois dias apds, a leucometria, apresentou
significativa diferenca mostrando a reacdo imunolégica esperada no quantitativo

leucocitario, aumentada em quase duas vezes em relacdo ao primeiro dia.

2.2 Auto-hemoterapia em medicina veterinaria

2.2.1 Hemoparasitoses

A Erlichiose canina € causada por uma bactéria a Erlichia canis
pertencente a familia Anaplasmataceae (GREENE, 2012), sdo microrganismos
pleomorficos Gram-negativas, imoveis e que se replicam somente nas células dos

hospedeiros. Tem predilecdo por leucocitos e plaquetas (QUINN, 2005).

Garcia (2008) relata o caso de uma cadela de aproximadamente dois anos
de idade, SRD, com diagnéstico laboratorial positivo para erlichiose (Ehrlichia sp.)
no qual foi instituido um tratamento com auto-hemoterapia ozonizada, em dez
sessfes. O numero de mondcitos antes do tratamento estava ligeiramente baixo e
houve significante aumento apds o inicio da ozonioterapia, que pode ser atribuido
ao tratamento permitindo ao autor constatar que a auto-hemoterapia ozonizada foi
eficaz na reversdo do quadro clinico e laboratorial de erlichiose na paciente

tratada.

Em outra situacdo, utlizando-se de 10 animais portadores de
hemoparasitoses diagnosticados através do exame parasitolégico sanguineo,
Melo (2010), observou a presenca do agente Anaplasma platys parasitando
plaquetas no esfregaco, e ap6s tratamento convencional de auto-hemoterapia
associado a doxiciclina observou-se que em 80% dos animais tratados com
autohemoterapia houve um aumento dos bastonetes durante as duas semanas
seguintes, sugerindo que este aumento ocorreu pelo estimulo na producdo das

células de defesa.
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2.2.2. Papilomatose cutanea

Na medicina veterinaria, Santin & Brito (2004) e Silva (2004) incluiram que
a auto-hemoterapia no tratamento de papilomatose cutanea em bovinos leiteiros

se mostrou estatisticamente eficaz, quando comparado aos demais tratamentos.

Em outro estudo utilizando 154 bovinos, de racgas e idades variadas, mas
portadores de papilomatose cutanea plana e pediculada, Silva (1998) observou
que a auto-hemoterapia foi mais eficiente que o implante pediculado autélogo de
papiloma no tratamento de papilomatose bovina.

2.2.3 Outras lesbes em anexos e pele

Para avaliar se o0 o0zonio, Scrollavezza (2002) administrou a auto-
hemoterapia ozonizada em 60 vacas leiteiras afetadas por sinais clinicos da
podridédo do pé (fleimao interdigital aguda), para o tratamento. Observou a parada
na claudicacdo apods trés dias de tratamento com o ceftiour (antibiotico
pertencente ao grupo das cefalosporinas), trés dias de tratamento com
oxitetraciclina e um dia de tratamento de 0zénio com auto-hemoterapia. uso de
o0z6nio na auto-hemoterapia para podriddo do pé da vacas leiteras foi tdo eficaz
como a antibioticoterapia com ceftiour e oxitetraciclina, mas resultou ser o melhor
porque o leite e a carne proveniente de vacas tratadas com o0z6énio ndo estavam

sujeitas a tempo de afastamento, pois ndo deixa residuos no leite e carne.

Silva, (2009) observou os efeitos da aplicacdo de auto-hemoterapia em
ratos que sofreram incisdo dorsal de 1,0cm? onde observou diferencas
significativas nos resultados da leucometria global, dois dias apds as aplicacdes
de auto-hemoterapia nos animais tratados, assim como a cicatrizacao
apresentou-se notoriamente mais plana, de bordas regulares e cicatriz final quase

imperceptivel, sem apresentarem intercorréncias.
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3. Fator de necrose tumoral

Para Turner et al., (2011), as citocinas sdo moléculas de sinalizacdo com
um papel importante nos processos fisioldgicos e imunolégicos. Zhao, 2001
reporta que os macrofagos sdo células secretoras multifuncionais do sistema
imune que participam da regulagdo da resposta imunoldgica, pela liberacdo de

mediadores quimicos, frente a um estimulo apropriado.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), foi descoberto por Carswell et al.
(1975), é uma das cinco familias mais importante de citocinas observado nos
ultimos quinze anos e 0 emprego de técnica da biologia molecular tornou possivel
a descricdo dos vérios polimorfismos presentes. Acredita-se que a presenca
destes polimorfismos possa desempenhar papel crucial na regulagcéo das funcdes
do gene, propiciando em algumas situagcdes a producéo diferencial da citocinas
gue, por sua vez, desempenham papéis centrais nos mecanismos inflamatérios
usualmente presente na resposta imunoldgica mediada por células. Para Thomas,
(2001), Genov et al.,, (2007) e Ohkawara, et al., (1992) é reconhecido como
importante mediador em muitos eventos inflamatérios dependentes de citocina,

com base em estudos realizados em camundongos.

No comeco da série de estudos in vitro feitos por (Van der Linden et
al.,1998) em torno do TNF-a com células do sangue total de individuos saudaveis
e concentracdes diferentes de lipopolissacaridios (LPS) verificaram que a
producdo de TNF-a se mantinha apesar de diferengas decorrentes de método
laboratorial e de variagcdes entre individuos, mostrando que no homem é

verdadeira a existéncia de fenotipos de alta ou baixa producéo desta citocina.

O TNF-a pode ser produzido por macréfagos ativados, linfécitos ou
monadcitos. ApOs ser produzido e liberado, o TNF-a liga-se a receptores
especificos denominados de receptores de TNF (TNF-R) | e Il, para que possa
produzir o seu efeito biolégico (BINGHAM, 2002). Dados adicionais indicam que o
TNF-a pode regular moléculas de adesdo e facilitar a imigracdo de células
inflamatoérias (TOMAS, 2001). Também € liberado por mastécitos e por
macrofagos, na resposta alérgica, via mecanismos IgE-dependentes
(OHKAWARA, et al,1992).
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Avaliacéo dos niveis de TNF alpha e leucograma de ratos submetidos a secdes de

autohemoterapia
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Auto-hemoterapia em ratos (Rattus Norvergicus): efeito sobre o nivel do fator de

necrose tumoral (TNF-a) e leucocitos

Autohemotherapy in rats (Rattus norvegicus): niveil effect on the tumor necrosis
factor (TNF-a) and leukocytes
Mirleide de AraGjo Cao"*; Lorraine Stoco Tosi" Tatiane Fiorotti' Henrique Jordem

Venial' Leonardo Oliveira Trivilin"' Cleber Tofoli Vieira'"' Lenir Cardoso Porfirio"

RESUMO

Com o objetivo de empregar como tratamento a técnica de auto-hemoterapia (AH)
foi identificado os niveis de protecdo em animais de companhia, pela quantificacdo do
TNF- o em ratos submetidos a esta técnica. Os grupos experimentais consistiram de G1:
Grupo controle e G2: Grupo AH. Com as amostras de sangue obtidas dos animais e
armazenadas em tubo com anticoagulante foram utilizadas para a realizacdo do leucograma
e a determinacdo dos niveis de TNF-o por meio do teste ELISA, com plasma sanguineo,
em trés momentos. Nos resultados observa-se aumento na producdo de TNF-a dentro dos
grupos G1 e G2 (p<0.05). O namero de monadcitos diminui no M3 (p=0,024) e o numero
de linfocitos diminui no M2 (p=0,018) do G2. Com os dados obtidos neste trabalho,
especula-se que a AH interfere significativamente nos valores de linfocitos e mondcitos,

ap0s uma semana da aplicacdo da auto-hemoterapia.

Palavras-chave: Animais; Citocina; Sistema imune. Auto-hemoterapia.
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ABSTRACT

It was quantified TNF-a to evaluate the defense systemin ratssubmitted
to autohemotherapy (AH), since it could be used as an alternative diagnostic and increase
levels of protection for pets. The experimental groupsconsisted of G1: control
group and G2: AH group. Venipuncture was performed inthe animals' blood into a tube
with anticoagulant to perform the WBC in three stages. The determination of TNF-o was
performed byELISA wusing blood plasma. The results showed thatthere is
increased production of TNF-a in the groups G1 and G2 (p <0.05), after the application of
autohemotherapy and the number of monocytes decreases in the moment M3 (p=0.024)
with areduction in the production of lymphocytesin M2 (p=0.018) in G2. Based onthe
data obtained in this work, it is speculatedthat the AH, significantly interferes,
significantly the values of lymphocytes and monocytes, after a week of applying auto-
hemotherapy.

Keywords: Animals; Cytokine; Immune system; Autohemotherapy.

INTRODUCAO

Auto-hemoterapia € uma técnica antiga empregada em doencas sistémicas e de
origem desconhecida. Observa-se que a técnica foi usada em humanos (TEIXEIRA, 1940)
e animais (CORREIA e CORREIA, 1992).

O sangue extraido por puncdo venosa € rico em CO2 e em contado com corpo
estranho (no caso a seringa), provoca modificac6es fisico-quimicas na estrutura da hemacia
e, por isso, quando injetado no organismo, atua como proteina estranha. Ha efeito
estimulante das proteinas parentais sobre o sistema simpatico e o parassimpatico e reacGes
vasomotoras e teciduais no organismo, assim como a acdo do sistema mononuclear

fagocitario estimulado pela auto-hemoterapia (TEIXEIRA 1940).
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Para VERONESI, (1976), um desses estimulos é o aumento do nimero e funcdo de
macréfagos no organismo e para Apolinario e Megid (2007), quando ativados produzem
citocinas para a modulacdo da resposta inflamatéria com agcdo mitdgena para os timdcitos,
estimulando a resposta de fase aguda, proliferacdo e ativacdo de linfocitos T e B.

Dentre as citocinas de importancia esta o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
secretado pelos macrofagos, células T e B e fibroblastos, e podem agir em quase todas as
células nucleadas. Quando liberado em baixas concentraces age nas células endoteliais
promovendo vasodilatacdo e as estimulando a secretarem outro grupo de citocinas com
acdo quimiotaxica em relacdo aos leucécitos, promovendo processo inflamatério local que
possibilita 0 combate a quadros infecciosos. Pode atuar de forma solivel ou ligada a
membrana. E também, um mediador de muitas funcdes imunes e inflamatorias, que regula
o crescimento de diferentes tipos celulares (BINGHAM, 2002).

Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi o de avaliar a producdo de TNF-a e de
células leucocitarias em ratos (Rattus norvegicus) linhagem Wistar, em presenca de auto-
hemoterapia.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi delineado como um ensaio clinico pareado e obedeceu aos
principios da Comissdo de Etica no uso de animais em pesquisa, da Universidade Federal
do Espirito Santo, com protocolo experimental aprovado sob o nimero 067 —2012.

Os animais utilizados neste experimento foram obtidos do Biotério Central,
Unidade Técnica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e encaminhados ao
Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo. Ao
todo foram utilizados 12 ratos (Rattus norvegicus) machos higidos, da linhagem Wistar,
com 60 dias de idade e peso em torno de 500g. Foram alocados em caixa de polipropileno

com lotacdo média de dois animais por caixa, mantidos em temperatura de
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aproximadamente 21 °C a 23 °C, umidade e luminosidade controladas em foto periodo de
12 horas claro/escuro/por 28 dias, alimentados com racao especifica e dgua ad libidum.

A eutanasia ao final do experimento, foi realizada de acordo com a Lei n°1000 de
maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Aplicacdo de anestesia geral
com Tiopental Sodico em dose letal de 100mg/kg e Hypnol a 3%, seguida de

exsanguinacao total.

Delineamento experimental

Grupo 1 (Controle) — grupo de seis animais. Cada animal, apds sedacdo com a associacao
de 60 mg/Kg de cetamina e 10 mg/Kg de xilazina, tiveram o sangue coletado, por via
intracardiaca.

M1: Para as analises laboratoriais antes do procedimento. Foram colhidos 0,7 mL de
sangue de cada animal, separando-se 0,5 mL para o leucograma e posterior separacdo do
plasma para dosagem de TNF-a. Neste grupo, apds a coleta aplicou-se 0,2 mL de soro
fisiologico, via intramuscular, em cada um animal.

M2: Apos 8 horas da aplicacdo do soro fisiologico foram retirados mais 0,5 mL de sangue
pela mesma via, com sedacdo, para nova analise do leucograma e dosagem de TNF-a.

M3: Apos 7 dias da aplicacdo do soro fisiologico, os animais foram submetidos a sedacéo,
por via intramuscular, para nova coleta de 0,5 mL de sangue, realizacdo do leucograma,
separacao do plasma e verificacdo dos niveis de TNF-a.

Grupo 2 (Autohemoterapia) — grupo de seis animais. Cada animal, ap6s sedacdo com a
associacdo de 60 a 80mg/Kg de cetamina e 8 a 15mg/Kg de xilazina, tiveram sangue
coletado por via intracardiaca.

M1: Para as analises laboratoriais antes do procedimento. Foram colhidos 0,7 mL de

sangue de cada animal, separando-se 0,5 mL para o leucograma e posterior separacdo do
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plasma para dosagem de TNF-a. Neste grupo, apos a coleta aplicou-se 0,2 mL de sangue
fresco, via intramuscular em cada um animal.

M2: Apds 8 horas da aplicacdo do sangue fresco foram retirados mais 0,5 mL de sangue
pela mesma via, com sedacdo, para nova analise do leucograma e dosagem de TNF-a.

M3: Apo6s 7 dias da aplicacdo do sangue fresco, os animais foram submetidos a sedacao
por via intramuscular, para coleta de 0,5 mL de sangue, realizacdo do leucograma,
separacgdo do plasma e verificacdo dos niveis de TNF-a.

As anélises da leucometria e da dosagem de TNF-a ocorreram nos momentos M1,
M2 e M3 do grupo controle (G1) e do grupo auto-hemoterapia (G2). Apos a coleta, foi
realizado o hemograma no equipamento Mindray® BC 2800 Vet, e posteriormente o
sangue foi centrifugado em macro centrifuga sorologica marca Centribio® a 1800 g, para
separacdo do plasma. Do hemograma foram separados os valores do leucograma.

Com o plasma foram realizadas as determinacdes dos niveis de TNF-a, em
duplicata, por meio do teste ELISA (ABCAM (ab100784 TNF alfa Rat)) com sensibilidade
<25pg/mL e faixa de avaliagdo entre 82.3 pg/mL-20000 pg/mL. As analises ocorreram
segundo recomendacdo do fabricante e a densidade Optica foi determinada usando leitor
automatico de microplacas (BIO-RAD, PW40), no comprimento de onda de 450 nm.

Para andlise dos dados foi utilizado o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal —
Wallis para a verificacdo das possiveis alteracdes dos niveis de TNF-a para cada célula e
verificacdo da associacdo entre a leucometria e niveis de TNF-a. Foi utilizado ainda o teste
de Wilcoxon, para a identificacdo da possivel diferenca entre os grupos controle e auto-
hemoterapia. Para os testes foi utilizado o nivel de 5% de probabilidade uma vez que foi
verificada a ndo normalidade, via poOs-teste de Siegel e Castellan (p<0,05) dos erros

amostrais.
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RESULTADOS
Os resultados obtidos na anélise do leucograma observou-se que pos teste de Siegel
e Castellan a 5% de significancia no teste de Kruskal-Wallis, existe diferenga significativa
entre a producdo de mondcitos (p<0,05) entre os momentos M1 e M3 do G2 (Auto-
hemoterapia), quando diminui em numero mondcitos na corrente sanguinea, em M2
(p=0,024) (Fig.1). Para o nimero de linfcitos, observou-se uma diferenca significativa
(p<0,05), o que demonstra significancia entre M1 e M2, com o numero de linfocitos menor
para o grupo M2 no G2, com (p=0,018) (Fig.2). Esta diferenca ndo ocorreu com as demais
células consideradas, neutréfilos (p=0,943), eosinéfilos (p=0,663) e leucometria total
(p=0,489) para 0 G2. No G1(Grupo controle) ndo se observou diferengas em nenhuma das
células da serie leucocitaria onde (monaocitos (p=0,732), linfocitos (p=0,113), neutrofilos
(p=0,593), eosinofilos (p=0,393)) nem na producéo de leucdcitos totais (p=0,174).
Na analise dos niveis de TNF-a, diferenga significativa dentro dos grupos sendo
que para o G1(Grupo controle) para o pos-teste de Siegel e Castellan (p<0,05) entre M1 e
M3. Para 0 G2 (Auto-hemoterapia) também ha diferenca significativa na producdo de
TNF-o com (p<0,05), considerando entre 0s M1 e M3. Para a analise entre os grupos (G1 e
G2) da producdo de TNF-a foi usado o teste de Wilcoxon que mostrou diferenca nao

significativa na producdo de TNF-a entre os grupos (p=0,651).

DISCUSSAO

Os resultados mostraram que houve diminuicdo de mondcitos em M3 apos
aplicacdo da auto-hemoterapia, 0 que segundo LOPES, (2007) as func¢des dos mondcitos e
macrofagos incluem a transformacdo de mondcitos em células efetoras teciduais; acdo
fagocitica e microbicida; e regulacdo da resposta imune. O que nos explica a alteracdo na

quantidade dessas células no leucograma entre M1 e M3 apds a auto-hemoterapia.
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(DRUMOND, 2013) provavelmente, o mecanismo de acdo da auto-hemoterapia é
aumentar a imunidade organica.

Outra célula que tem importante diminuicdo em M2 sdo os linfocitos que segundo
LOPES, (2007), as principais fungdes dos linfocitos incluem a imunidade humoral,
imunidade celular, regulacdo imune, atividade citotdxica e vigilancia imune e secre¢do de
linfocinas. O que pode explicar a diminuigdo dessas células na corrente sanguinea em M2
apos auto-hemoterapia, pois estas células possuem um fendémeno de recirculagdo, de suma
importancia bioldgica porque proporciona uma distribuicdo generalizada de células
linfoides ocupadas com a resposta imune sistémica e como resultado, grande nimero de
linfocitos pode ser exposto a um antigeno depositado localmente no tecido (LOPES, 2007).

Os resultados revelaram que ha aumento na producdo de TNF-a, apos a aplica¢ao
da auto-hemoterapia, com reducdo no numero de monocitos em M3. Com a continuada
producdo de TNF-a e, como ¢ uma citocina pro-inflamatoria, o seu valor elevado estimula
0 aumento dos macrofagos nos tecidos, de acordo com MACKAY, (1993) a estimulagédo
da adesdo de leucocitos ao endotélio € uma das muitas atividades do TNF-a, com acgdes
semelhantes a IL-1, sendo mediador na defesa anti-humoral e anti-viral (VARELLA,
2001).

Segundo ZHAO (2001) os macrofagos sdo células secretoras multifuncionais do
sistema imune que participam da regulacdo da resposta imunologica, pela liberacdo de
mediadores quimicos, frente a um estimulo apropriado. Pode-se entdo explicar o
mecanismo de acdo da auto-hemoterapia, agindo como imunoestimulador e a interacao
com o sistema imune.

O TNF-a, regula as citocinas pro-inflamatdrias, como as interleucinas (IL-1, IL-6 IL-
8), principalmente a secrecdo e modulacdo da IL-1 e o fator de estimulacdo de colbnia de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF) (AZEVEDO 2011). A IL-1, TNF-a e IFN-8

estimulam a produgdo de quimiocinas e moléculas de adesdo, recrutando mais células
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inflamatérias da corrente sanguinea e criam condi¢cdes para amplificacdo da cascata
inflamatoria (BALDAIA, 2002). Sabendo disso, tem-se mais uma alternativa para a
resposta de diminuicdo de mondcitos apresentada em M3 inversamente aos valores de
TNF-0, no mesmo momento, modulando a resposta inata.

Os linfécitos sdo outras células que declinam na leucometria e como comentou
Vizoni et al, (2008) as citocinas tém importante papel na comunicacdo celular e
influenciam no crescimento e diferenciacdo de linfocitos, especula-se que seja esse
aumento de TNF-o, juntamente com outras citocinas, principalmente a IL-1, que
estimulem essa diferenciacdo e os retirem da corrente sanguinea, visto que as citocinas sao
elementos essenciais no controle da resposta imune, regulam a magnitude e natureza destas
respostas, como também novos receptores na superficie das células. Para Basile filho
(2001) a produgdo de TNF-a e IL-1 promovem a liberagdo sistémica de IL-6 e IL-8,
amplificam a resposta inflamatdria, portanto, uma explicacdo para o declinio dessas células
na corrente sanguinea.

O excesso de TNF-o pode levar a sérias consequéncias (AZEVEDO, 2011). Altas
concentracdes de TNF no sangue de pacientes com septicemias estdo relacionadas com a
piora do prognéstico. Em animais de laboratério, injecdes de TNF-0, mesmo na auséncia
de bactérias, levam a quadro semelhante ao choque séptico, sugerindo importante acao
destrutiva quando sintetizado em quantidades excessivas (KUNKEL et al. 1991).

Como ha o aumento de TNF-a, nos momentos inicias, de forma branda, acredita-se
que aja estimulando e modulando a resposta inata, mas em M3, ele continua a aumentar,
mesmo com a diminuicdo na leucometria total, mas sabe-se que seu excesso pode levar a
piora do prognostico dos pacientes segundo AZEVEDO, (2011), mas este fato ndo tem
sido relatado em estudos feitos com pacientes que utilizaram a auto-hemoterapia como

tratamento.
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Neste sentido, especula-se que a expressdo de TNF-am pela aplicagdo da auto-

hemoterapia, estimule as células da resposta inata, principalmente mondcitos e linfocitos.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar se ha resposta imunoldgica, apos

0 procedimento de auto-hemoterapia, comparada com a aplicacdo de soro fisioldgico, apds
as aplicacoes.

Buscou-se evidenciar que a técnica empregada em varias areas clinicas produz a
imunoestimulacdo na producdo de TNF-a, visto que macrofagos e mondcitos participam
ativamente no processo de sua producdo e na fagocitose de células infectadas. Para
RAMIREZ (2000), por exempo, a auto-hemoterapia representa um novo método para
tratamento e cura do Diabetes Mellitus 2, pela auto-negativacdo de anticorpos, atuando
como auto-vacina ao estimular o sistema auto-imune.

Para STAUBACH, (2006) a auto-hemoterapia, é promissora e potencialmente
curativa e mais uma opcao terapéutica, alem de seguro, outro exemplo, de pacientes que
apresentavam urticaria tiveram melhora significativa na sua qualidade de vida, alem da
diminuicdo do uso de anti-histaminicos e segundo GRACER, (2005) seus processos
resultam em estimulacdo dos sistemas imunitarios e cura dos pacientes.

A auto-hemoterapia pode ser empregado como uma alternativa para contribuir com
a imunogenicidade e aumento dos niveis de protecdo em animais de companhia.

Vale ressaltar que de acordo com os resultados obtidos é de suma importancia a
dosagem de outras citocinas, como a IL-1 e IL-6, levando em considerac¢do a modulacao da
IL-1 exercida pelo TNF-a, ¢ a fun¢ao anti-inflamatoria da IL-6, pois pode inibir grandes
excessos de TNF-a, ao influenciar de forma positiva a estimulacdo da producéo do TNF-a,
pela auto-hemoterapia. Sugere-se também que o local de aplicacdo seja avaliado, por meio
de técnicas histopatologicas a fim de observar se ha aumento do numero de macrofagos na
regido de aplicacdo. Por isso é importante estudos que mostrem os efeitos dessa técnica

sobre a resposta imune nos animais.
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CONCLUSAO
Houve efeito da auto-hemoterapia no nimero de mondcitos e linfécitos na corrente

sanguinea.
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Anexo: Figuras
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Fig. 1 Valores do nimero de mondcitos no G2 grupo AH, onde ha diferenca significativa

entre M1 e M3 *(p=0,024). O que ndo ocorre no G1 grupo controle. *Valores a um nivel

de 5% de significancia pos-teste de Siegel e Castellan.
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Numero de Linfécitos Grupo Auto-hemoterapia
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Fig. 2 Contagem de Linfécitos no G2 grupo AH, ha diferenca significativa entre M1 e M2
*(p=0,018). O que ndo ocorre no G1 grupo controle.*Valores a um nivel de 5% de

significancia pos-teste de Siegel e Castellan.
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