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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a morfometria dos corpusculos esplénicos e
seus centros germinativos da polpa branca pela determinagdo da area (umz), perimetro
(um), didmetro maximo (um), didmetro minimo (um) e fator de forma em coelhos. O
baco de dez coelhos tratados com gentamicina e dez controle (machos e fémeas), foi
processado histologicamente. A dose de gentamicina utilizada e o tempo de
administracdo deste aminoglicosideo foram adequados e condizentes & recomendagdo
terapéutica. Este antibidtico ndo alterou a morfometria deste 6rgdo e pareceu ndo ser

imunodepressor.
Palavras-chave: aminoglicosideo, bago, coelho, gentamicina, morfometria.
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the morphometry of splenic corpuscles and
its germinal center of the white pulp by determination of area (um?), perimeter (um),
and maximum and minimum diameter (um) and shape factor in rabbits. The spleen of
ten rabbits treated with gentamicin and ten control (males and females) were
histologically processed. The gentamicin dosage and the time of administration of this
aminoglicoside were adequate to therapeutic recommendation. This antibiotic did not
caused alteration on the morphometry of the spleen and it seemed not to be an

immunosuppressive drug.

Key Words: aminoglycoside, gentamicin, morphometry, rabbit, spleen.
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INTRODUCAO

O bago, histologicamente, pode ser definido como a maior massa de tecido
linfatico. O tecido conjuntivo associado de sua camada serosa se funde ao tecido
conjuntivo denso de sua capsula. E uma mistura de seios fagocitarios, estroma de fibras
reticulares e parénquima celular. O parénquima ¢ formado por nodulos distribuidos pelo
parénquima celular, a polpa branca e a polpa vermelha. Os nddulos linfaticos
(corpusculos esplénicos) e as bainhas linfaticas periarteriais (BLPA) formam a polpa
branca. Uma arteriola, chamada as vezes de arteriola central, ocupa a regido central ou
paracentral dos ndédulos (BANKS, 1992).

A polpa branca ¢ formada por tecido linfatico denso intimamente associado aos
ramos das artérias trabeculares. Espessamentos nodulares, os corpusculos esplénicos,
estdo homogeneamente distribuidos ao longo do percurso das artérias da polpa branca,
estando intercalados com as bainhas linfaticas periarteriais. A composicao, natureza e
distribuicao dos componentes celulares no corpusculo esplénico sdo semelhantes aos
dos nddulos linfaticos, formados pelo centro germinativo e pela coroa externa. Os
noédulos primérios (foliculos) ndo tém centros germinativos. Os nédulos secundarios sao
ativos, reativos e imunologicamente competentes ¢ formados pelo centro germinativo e
pela coroa externa. O centro germinativo contém varias células maduras e imaturas. As
células dendriticas formam o reticulo celular. Os tipos celulares predominantes sdo os
linfécitos maduros e os linfoblastos, embora também estejam presentes os plasmocitos,
as células dendriticas e os macrofagos. Os linfoblastos e sua descendéncia de linfocitos
sao as celulas B. Alguns linfocitos T estdo presentes no limite entre o centro
germinativo e a coroa. Estes centros sdo mais claros do que a coroa periférica devido a
menor presenca de células e por estas serem claras. Conforme os linfocitos sdo
produzidos, eles migram perifericamente para formar a coroa ou o cortex do nodulo.
Cada centro germinativo de nodulo esplénico esta circundado pela camada do manto
(zona do manto), a qual ¢ continua com a bainha periarterial. Na regido limitrofe entre a

polpa branca e a polpa vermelha, localiza-se a zona marginal, a qual consiste em seios,
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uma lamina de células dendriticas, macréfagos e uma camada de células linfaticas. A
bainha linfatica periarterial ¢ a zona marginal sdo regides timo-dependentes, que sao
ocupadas pelas células T, secretoras de interleucinas e os corpusculos esplénicos
produzem células B (BANKS, 1992).

As regides entre os corpusculos esplénicos e as trabéculas sdo as regides da
polpa vermelha, assim denominada devido a intensa vascularizagdo. A polpa vermelha ¢
formada por seios esplénicos e por corddes esplénicos. Para Junqueira e Carneiro
(2008), os corddes esplénicos, também chamados corddes de Billroth, sdo continuos e
de espessura variavel conforme o estado local de distensdo dos sinusoides. Sao
constituidos por uma rede frouxa de células reticulares e fibras reticulares (colageno
tipo III) que contém outras células, como macrofagos, linfocitos B e T, plasmdcitos,
monocitos, leucocitos granuldcitos, além de plaquetas e eritrocitos. Os sinusdides
esplénicos sdo revestidos por células endoteliais alongadas, com seu eixo maior paralelo
ao sinusdide. Essa parede delgada e incompleta ¢ envolvida por lamina basal
descontinua e por fibras reticulares dispostas no sentido transversal e em diversas
dire¢des, as quais se associam macrofagos.

O bago do coelho, a semelhanca do bago dos roedores, evidencia a presenca de
megacaridcitos em grande quantidade, o que demonstra a sua capacidade mielopoiética,
ou seja, propriedade de gerar os globulos vermelhos. A sua fungcdo hemocitopoiética
tende a tornar-se inativa no decurso da idade do animal (PACHECO et al., 2003).

Gragas aos seus linfocitos T e B, macrofagos e células apresentadoras de
antigenos, o bago ¢ um importante 6rgao de defesa imunitaria. Além destas fungdes,
este 6rgdo ¢ um importante reservatorio de sangue, esta relacionado a destruicdo de
eritrocitos velhos e anormais, atua na formacdo de pigmentos biliares, armazenamento
de ferro e, possivelmente, em outras fases do metabolismo (SWENSON, 1988;
JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Os linfocitos podem ser classificados em dois tipos principais, com diversos
subtipos de acordo com o local onde se diferenciam e com os diferentes receptores

presentes em suas membranas. Nos linfocitos B (linfocito B e linfocito B da memoria),
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esses receptores sdo imunoglobulinas que segundo Roitt et al. (1999), na maioria dos
mamiferos superiores, existem cinco classes distintas destas moléculas designadas
como: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE e nos linfécitos T (linfocito T citotoxico, linfocito T
helper, linfocito T supressor e linfocito T da memoria) sdo moléculas protéicas
chamadas TCR (T-Cell Receptors).

O parénquima do bago estd constituido por 55% de linfocitos B situados nos
corpusculos esplénicos (nddulos secundarios) da polpa branca e por 45% de linfocitos T
localizados nas bainhas periarteriais da polpa branca (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2008) e, segundo Banks (1992), alguns linfocitos T estdo presentes no limite entre o
centro germinativo e a coroa dos corpusculos esplénicos.

Os aminoglicosideos formam um grupo de antibidticos de complexa estrutura
quimica, que se assemelham entre si na sua atividade antimicrobiana, caracteristicas
farmacocinéticas e toxicidade. Os principais agentes incluem: gentamicina,
estreptomicina, amicacina, tobramicina, netilmicina e neomicina (SPINOSA et al.,
2002; RANG et al., 2004). A gentamicina ¢ um antibiotico de amplo espectro derivada
de espécies do actinomiceto Micromonospora (GILMAN, 1996).

Os aminoglicosideos podem produzir graves efeitos toxicos relacionados com a
dose, que podem aumentar com a duracao do tratamento. Os principais riscos consistem
em ototoxicidade e nefrotoxicidade (RANG et al., 2004). Adams (2003) relatou que os
aminoglicosideos sdo toxicos, pois causaram alteracdes sobre as membranas
lisossomica, mitocondrial e plasmatica das células dos tibulos contorcidos proximais do
néfron.

A literatura também informa que, além dos efeitos toxicos dos aminoglicosideos,
os antibidticos podem interagir diretamente com o sistema imunoldgico, atuando como
imunodepressor.

Entretanto, outros estudiosos sobre a influéncia dos antibidticos no sistema
imune ndo evidenciaram efeitos imunodepressores para a gentamicina, como segue:
Shcherbakova et al. (1977) evidenciaram que este aminoglicosideo administrado por via

intramuscular em doses multiplas de 1 e 10 mg/kg, durante 6 a 14 dias, ndo alterou a
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atividade fagocitica do sistema reticuloendotelial, macréfagos, da cavidade abdominal
de camundongos. Porém, em doses de 20 e 40 mg/kg, houve alguma inibicdo da
fagocitose pelos macrofagos dessa cavidade; Munster et al. (1977) comprovaram que a
gentamicina estimulou levemente a sintese de DNA em culturas de linfocitos; Seklecki
et al. (1978) demonstraram, in vitro, que 5 antibidticos aminoglicosideos (gentamicina,
amicacina, kanamicina, tobramicina e netilmicina) ndo alteraram a fagocitose de
granulocitos; Khan et al. (1979) ao administrarem gentamicina em doses terapéuticas
para adultos saudéaveis, evidenciaram um aumento na migragdo casual de neutréfilos
nestes individuos e um decréscimo transitério na migracdo quimiotatica destes
polimorfonucleares; Burgaleta et al. (1982) ao incubarem neutréfilos com 5 a 40ug/ml
de gentamicina, notaram que ndo houve alteracdo da fagocitose ou da capacidade
microbicida destes leucocitos, mas, ocorreu inibi¢do da quimiotaxia em mais de 50%
destas células; Kerk et al. (1983) ao tratarem com gentamicina camundongos irradiados,
evidenciaram que as caracteristicas das colonias esplénicas primdrias em relagdo ao
numero, tamanho e histologia ndo foram alteradas; El-Hawary et al. (1984) notaram
uma insignificante inibicdo da fagocitose in vitro de Candida albicans por neutréfilos
humanos com gentamicina, a uma concentragdo equivalente a dose terapéutica usual;
Venezio et al. (1985) concluiram que a administragdo deste antibidtico ndo induziu a
disfun¢do de neutrofilos humanos, in vitro e in vivo; Ibrahim et al. (1988) verificaram,
in vitro, que a gentamicina ndo alterou as respostas mitogénicas em linfocitos B e T do
baco de camundongos e nos linfocitos do sangue periférico humano. In vivo, este
aminoglicosideo também nao afetou a transformagdo de cé€lulas esplénicas de
camundongos em resposta ao mitdogeno; Banerjee et al. (1991) observaram que a
gentamicina aumentou a atividade fagocitica de polimorfonucleares em pacientes com
anemia ferropriva e em voluntdrios normais, in vitro; Artsimovich et al. (1991)
evidenciaram que a gentamicina suprimiu a resposta imune somente em camundongos
nao imunodeprimidos. Baseados nisto, concluiram que pode ser usada no tratamento de
doengas, mesmo em presenga de imunodeficiéncia; Aprikian et al. (1992) observaram,

em camundongos, que este aminoglicosideo, em doses bactericidas, suprimiu a
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atividade dos macréfagos ou ndo os alterou. Todavia, em doses sub-bactericidas,
aumentou a atividade fagocitica destas células; Van Bambeke et al. (1993) evidenciaram
que a gentamicina a influenciou pouco ou ndo a influenciou a permeabilidade da
membrana de lipossomos e de células cultivadas; Aoshiba et al. (1995) evidenciaram
que a gentamicina ndo a afetou a sobrevivéncia de neutrofilos isolados; Sakaeva e
Lazareva (1998) verificaram que este aminoglicosideo ndo alterou a atividade fagocitica
de macréfagos e neutrofilos em camundongos normais; Sacha et al (1999) notaram que
a gentamicina, em baixas concentragdes (0,4 a 5,0 mg/L), ndo influenciou a fagocitose
nem a destrui¢do intracelular do material fagocitado por macréfagos peritoniais de
coelho e, em altas concentragdes (40mg/L ou mais), inibiu significativamente a ativagao
dos macrofagos; Asha et al. (1999), ao estudarem os efeitos da gentamicina no bago e
linfonodos de coelhos, ndo encontraram nenhum sinal de lesdo celular ou
citotoxicidade, nos cortes histologicos destes 6rgaos.

Assim, este trabalho objetivou pesquisar a possibilidade de ocorréncia de lesdes
no bago, pelo uso deste farmaco, em animais de laboratorio, mediante a morfometria
dos corpusculos esplénicos e dos seus centros germinativos da polpa branca, pois pensa-
se, com base na literatura classica, que a gentamicina, pela sua ligacdo aos fosfolipideos
da membrana plasmatica (Adams, 2003), possa desconfigurar o local de ligagao das
imunoglobulinas IgM e IgD ao plasmalema dos linfécitos B e assim prejudicar a
recep¢do € a combinagdo com antigenos especificos e, por conseguinte, a defesa
imunolégica humoral e organica (ROITT et al., 1999; JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2008).

MATERIAL E METODOS

Para este estudo utilizou-se vinte coelhos adultos, com peso médio de 2,5 Kg,
higidos, da raga Nova Zelandia Branco, sendo cinco machos e cinco fémeas. Estes
animais foram mantidos em gaiolas metalicas individuais, dotadas de comedouros fixos

e bebedouros automaticos, com agua e alimentagdo ad libitum, ragdo para manutengao,

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria é uma publicacdo semestral da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacao .
Cultural e Educacional de Garca ACEG. Rua das Flores, 740 - Vila Labiendpolis - CEP: 17400-000 -
Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000 www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano VIII - Namero 15 - Julho de 2010 - Periodicos Semestral

no biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV, Campus de
Jaboticabal, UNESP.

Para esta pesquisa, no 8° dia ap6s sete dias de tratamento didrio com 4,4 mg/kg
de gentamicina (Gentocin®) subcutinea, os animais foram sacrificados e o baco de
cinco machos e de cinco fémeas tratados ¢ de cinco machos e de cinco fémeas controle,
apos coletado, foi fixado em solucdo de Bouin, por 24 horas, e processado,
rotineiramente, para a inclusdo em parafina. Apoés a microtomia semi-seriada, a
espessura de Sum, com intervalos de 1000 um, os cortes histologicos foram corados
pelas técnicas do Tricromico de Masson (TOLOSA et al.,, 2003) e observados a
microscopia de luz para a analise morfométrica. Este estudo foi realizado medindo-se
30 (trinta) corpusculos esplénicos € os seus centros germinativos da polpa branca de
cada animal, pela determinacdo em micrometros (um) de pardmetros tais como: area
(umz), perimetro (um), didmetro maximo (um), didmetro minimo (pum) e fator de
forma. Estas medidas foram efetuadas mediante o sistema analisador de imagens, Image

Pro-plus, acoplado a um microscopio binocular, ambos da Olympus.

’ 2
. . ; . erimetro
O fator de forma, cuja a férmula ¢ expressa matematicamente por: u
(4.7z.area)

estd programado, como os demais pardmetros, na memoria do programa Image
Pro-plus. O menor valor deste fator ¢ igual a 1 (um), significando que a forma do
citoplasma e/ou do nucleo se assemelha a forma de um circulo. Este fator ¢ calculado,
indiretamente, a partir da 4rea do circulo, que tem por equagio m.R%, como também a
partir do perimetro do circulo, com a equacdo 2.m.R. Pela substitui¢do da area e do
perimetro obtém-se:
(2.7.R) B (4.7[2.R2) B (4.7[2.R2)_
4x(rR?) (4xzR?) (47°R*)

Fator de forma:

Quando este fator for maior que a unidade, entende-se que a forma do
citoplasma e/ou do nucleo nio ¢ circular.
O experimento foi realizado conforme um esquema fatorial 2 X 2 (tratados e ndo

tratados) X sexos, com 5 repeticdes de acordo com o delineamento inteiramente
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casualizado e as médias foram comparadas mediante o teste de Tukey a 5% de

probabilidade segundo Pimentel Gomes (2000).
RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados morfométricos das medidas efetuadas nos corpusculos esplénicos
e em seus centros germinativos da polpa branca do bago de coelhos da raga Nova

Zelandia Branco, estdo apresentados nas Tab. 1 e 2.
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Tabela 1 - Valores de F, coeficiente de variacdo (CV), médias e desvio padrdo

(DP) obtidos nas analises de variancia para os parametros mensurados nos corpusculos

esplénicos da polpa branca do bago de coelhos da raca Nova Zelandia Branco, tratados

com gentamicina e do grupo controle.

Tratamento Area (um? Didmetro Didmetro Perimetro Fator de
(T) maximo minimo (pm) forma
(nm) (nm)
Controle Média  215519,34a 803,53a  551,67a 2292,62a 1,10a
DP 32550,73 59,19 39,56 258,05 0,03
Tratado Média  215853,72a 763,55a  541,69a 2154,59a 1,10a
DP 44344,94 104,99 44,86 178,05 0,02
Teste F 0,00 ns 1,06 ns 0,28 ns 1,95 ns 0,13 ns
Sexo (S)
F Média 191785,35b  773,30a  536,33a 2182,58a 1,09b
DP 30816,95 87,25 38,98 290,04 0,02
M Média  239587,71a 793,77a  557,03a 2264,63a 1,12a
DP 28406,34 87,00 43,31 144,94 0,02
Teste F 12,63 ** 0,28 ns 1,21 ns 0,69 ns 15,89 **
Interacio
TxS
Teste F 1,48 ns 1,15 ns 0,91 ns 1,39 ns 1,55 ns
Cv 13,94 11,06 7,71 9,95 1,64
ns: ndo significativo a 5% de probabilidade
* 1 significativo a 5% de probabilidade
**#: significativo a 1% de probabilidade
M¢édias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem

significantemente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 2 - Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), médias e desvio padrdo obtidos
nas analises de variancia para os parametros mensurados nos centros germinativos dos
corpusculos esplénicos da polpa branca do bago de coelhos da raca Nova Zelandia

Branco, tratados com gentamicina e do grupo controle.

Tratamento Area (um?) Didmetro Didmetro Perimetro Fator de
(T) maximo minimo (nm) forma
(nm) (nm)

Controle Média  152056,62a 529,63a  336,20a 1433,68a 1,14a
DP 26811,70 40,59 38,07 111,84 0,04

Tratado Meédia 134741,70 a 495,46a  319,37a 1766,63a 1,14a
DP 21744.81 43,95 30,20 744,98 0,03

Teste F 2,24 ns 3,01 ns 1,14 ns 2,66 ns 0,08 ns

Sexo (S)

. Média  143826,60a 507,62a  335,76a 1381,94b 1,12b
DP 20243,78 38,52 30,77 104,49 0,03
Média  142971,71a 517,47a  319,80a 1818,38a 1,16a

M DP 30790,37 51,86 37,83 715,78 0,03

Teste F 0,01 ns 0,25 ns 1,02 ns 4,57 * 9,30 **

Interacao

TxS

Teste F 0,03 ns 0,33 ns 0,03 ns 3,95 ns 1,30 ns

Cv 18,04 8,60 10,77 28,52 2,84

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade

* 1 significativo a 5% de probabilidade

**: significativo a 1% de probabilidade

M¢édias seguidas pelas mesmas letras minasculas nas colunas ndo diferem

significantemente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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A anélise da tabela 1 indica que: ndo houve diferenca significativa (p>0,05),
entre os animais do grupo controle ¢ do grupo tratado com gentamicina; houve
diferenca significativa (p<0,01), entre machos e fémeas, apenas para a area e o fator de
forma, com os maiores valores médios para os machos; ndo houve interagdo
significativa (p>0,05) entre tratamento e sexo dos animais. A analise da tabela 2 indica
que: ndo houve diferenga significativa (p>0,05), entre os animais do grupo controle e
do grupo tratado com gentamicina; houve diferenga significativa, entre machos e
fémeas, apenas para o perimetro (p<0,05) e o fator de forma (p<0,01), com os maiores
valores médios para os machos; ndo houve interagdo significativa (p>0,05) entre
tratamento e sexo dos animais.

Estas evidéncias sobre os resultados, obtidos neste estudo, em relagdo ao
tratamento com gentamicina, indicaram que este aminoglicosideo, administrado em
coelhos da raca Nova Zelandia Branco, na dose terapéutica e no periodo recomendado,
ndo alterou o sistema imunoldgico destes animais, considerando-se os aspectos
morfométricos pesquisados na cortex, formada por linfocitos B, e no centro
germinativo, constituido por células dendriticas, linfoblastos, linfécitos maduros (B),
plasmécitos e macrofagos dos corpusculos esplénicos. Estes achados se respaldam em
outras pesquisas, também realizadas com o mesmo antibidtico, por alguns
pesquisadores, tais como: Shcherbakova et al. (1977); Aprikian et al. (1992); Sakaeva e
Lazareva (1998); Sacha et al (1999); Seklecki et al. (1978); Khan et al. (1979);
Burgaleta et al. (1982); Kerk et al. (1983); El-Hawary et al. (1984); Venezio et al.
(1985); Banerjee et al. (1991); Aoshiba et al.(1995); Munster et al. (1977); Ibrahim et
al. (1988); Artsimovich et al. (1991) e Van Bambeke et al. (1993).

Os relatos dos autores mencionados, ao estudarem parcialmente o sistema
imune, com referéncia a ndo alteragdo em macrofagos, neutréfilos e linfocitos
corroboram, assim como na polpa branca, algumas outras observagdes adquiridas, neste
estudo, com alusdo a polpa vermelha, a qual se apresentou histologicamente normal,
tanto no aspecto dos corddes de Billroth como dos seios esplénicos, estruturas
compostas, além de outras, por aquelas mesmas células citadas. Pelo exposto, pode-se
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aventar a hipdtese de que a polpa vermelha, a semelhanga da polpa branca, também nao
tenha sido influenciada pela dose de gentamicina administrada, o que pareceu manter o
potencial imune do baco, considerando-se que os macrofagos presentes no centro
germinativo da polpa branca e na polpa vermelha, pareceram nao ter sido alterados e,
por desempenharem, mediante a produgdo de IL-1 e IL-6, fungdes imunes importantes
tais como a ativagdo de granulocitos (fagocitose), sensibilizagao de linfocitos T a sinais
moleculares, diferenciacdo dos linfocitos B e crescimento dos timdcitos. Ainda, pode-se
supor que os monocitos existentes na polpa vermelha ndo sofreram alteragdes e
produziram IL-8 que estimula a quimiotaxia e ativa¢do dos neutréfilos. Pode, ainda, se
sugerir que a proliferacdo e a diferenciagdo dos linfocitos T, presentes entre o centro
germinativo € a coroa € na polpa vermelha, ndo tenham sofrido alteracdo pelo
aminoglicosideo, ora aqui estudado, salientando que estas células, por meio da produgdo
de IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-10, estimulam a proliferagdo de linfocitos T,
B, NK, de células hemocitopoéticas jovens, eosindfilos, timocitos e mastocitos,
controlam o isotipo do linfécito B, mudando para IgG e IgE, producdo de IgA e
diferenciagdo dos linfécitos B. Além disso, estas sugestoes se apdiam nos achados de
Asha et al. (1999), que ao estudarem os efeitos da gentamicina no bago e linfonodos de
coelhos, também ndo encontraram nenhum sinal de lesdo celular ou citotoxicidade, nos
cortes histologicos destes orgdos linféides dos animais utilizados.

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo, ainda, refletiram as sugestdes de
Exon et al. (1989) quanto ao uso de dose adequada e tempo de administragdo ndo

excessivo ao recomendado.
CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos sobre a analise morfométrica dos parametros medidos
nos corpusculos esplénicos e nos seus centros germinativos da polpa branca do bago de
coelhos da raca Nova Zelandia Branco tratados com gentamicina, pode-se concluir que

a dose de gentamicina utilizada e o tempo de administragdo deste aminoglicosideo
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foram adequados, e condizentes a recomendacdo terapéutica. Este antibidtico ndo

alterou a morfometria deste 6rgao e pareceu nao ser imunodepressor.
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