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RESUMO



O baco € um o6rgdo linfoide que tem importante papel na defesa dos organismos,
participando no processo de filtracdo, fagocitose e producdo de imunoglobulinas.
Histologicamente é formado pelo estroma e o parénquima, sendo seu arranjo celular
diferenciado em polpas branca e vermelha. Os principais tipos celulares na estrutura
esplénica sdo: linfocitos T e B, macrofagos, plasmaocitos, fibrocitos, reticuldcitos e células
dendriticas. Os doentes vitimas de traumatismos esplénicos e esplenectomizados assumem
um estado de asplenia e consequentemente adquirem grande susceptibilidade a sepse a qual
pode ser rapidamente progressiva e fatal. Assim, tém surgido opc¢es terapéuticas apos as
esplenectomias, utilizando técnicas cirurgicas conservadoras (tratamento conservador,
esplenectomia parcial e esplenorrafias com ou sem aplicacdo de agentes hemostaticos) e
por fim as técnicas de autotransplante esplénico. Os objetivos desta pesquisa experimental
foram analisar macro e microscopicamente a evolugdo tardia do autotransplante de
fragmentos de baco na cavidade peritoneal, epiplon e mesentério, apds 24 semanas de
observacdo. Foram utilizados 52 ratos Wistar, machos e adultos, submetidos a
esplenectomia total e divididos em quatro grupos. O grupo | (controle) foi formado por oito
animais escolhidos aleatoriamente entre os trés grupos estudados. O grupo Il por dezessete
animais com implante de fragmento de bago solto na cavidade peritoneal; grupo Il por
dezoito animais com implante no epiplon e o grupo IV por dezessete animais com implante
fixado na raiz do mesentério. Na avaliacao histologica foram adotados critérios qualitativos
e quantitativos, com a contagem de elementos celulares e ndo celulares. Os resultados
mostraram que se formaram aderéncias aos tecidos adjacentes e neovascularizacdo em
todos os fragmentos transplantados. O grupo Il apresentou polpa branca e vascularizacdo
preservadas. No grupo 111 foram observados polpa branca com formacdes folicular e bainha
linféide, e a polpa vermelha em aspecto cordonal apesar de hemorragica. No grupo IV
foram observados alguns cortes histologicos com deplecdo de polpa branca e vermelha,
enguanto outros evidenciavam melhor preservacdo das polpas. A contagem de linfocitos
revelou diferenca significativa entre os grupos | e 1l e o grupo | e IV (p<0,05). A contagem
de macrdéfagos ativos revelou diferenca significativa entre os grupos Il e 1V (p<0,05) e
similaridade entre | e 11l (p>0,05). Os outros elementos: macréfagos ativos fagocitando
hemossiderina, plasmacitos, fibroblastos, fibrdcitos, células gigantes, mondcitos, espacos

intersticiais e fibras de colageno, ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos.

Resumo
XiX



O autotransplante esplénico é factivel, sendo o grande epiplon o melhor local para a sua
fixacdo. Esta pesquisa demonstrou por meio de anélise histolégica qualitativa e quantitativa
que o tecido esplénico autotransplantado no epiplon preserva sua fungdo de defesa dos

organismos.
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The spleen is a lymphoid organ that plays important part in the organism defense,
participating in filtration processes, phagocytosis and immunoglobulin production.
Histologically, is formed by a stroma and the parenquima being its cellular arrangement
differentiated in white and red pulps. The main cellular types in the splenic structure are:
T and B lymphocytes, macrophages, plasmocytes, fibrocytes, reticulocytes and dendritic
cells. The patients victims of spleen traumatisms and splenectomized assume an asplenia
state and consequently they acquire a larger susceptibility to the sepses, which can be
quickly progressive and fatal. Thus, it has appeared therapeutic options after the
splenectomies, using techniques of conservative surgery (conservative treatment, partial
splenectomies and splenorrhaphies with or without application of haemostatics agents),
as well as techniques of splenic autotransplantation. The objectives of the research were to
evaluate macro and microscopically the late evolution of the fragments of spleen
autotransplanted in the greater omentum, mesenterium and peritoneal cavity, after 24 weeks
of observation. To perform the experimental study, were employed fifty two Wistar rats,
males and adults, submitted to total splenectomy and divided in four groups. The group
(control) I was formed by eight animals chosen aleatorily among the three groups studied.
The group Il - seventeen animals with implant of spleen fragment in the peritoneal cavity;
group 11 - eighteen animals with implant in the omentum and group IV - seventeen animals
with implant fixed in mesenterium root. In the histological analysis were adopted
qualitative and quantitative criteria, with the counting of no cellular e cellular elements.
The results showed adherences to the adjacent tissues and vascularization in all of the
fragments transplanted. The group Il presented white pulp and preserved vascularization.
The group 111 showed white pulp with follicular formations and lymphoid tissue preserved,
and the red pulp in cordon aspect and hemorrhagic. The group IV presented depletion of
white and red pulp, while others evidenced better preservation of the pulps. The counting of
lymphocytes revealed significant difference between the groups I and Il and the group I and
IV (p < 0.05). The counting of active macrophages revealed significant difference between
the groups 111 and IV (p < 0.05) and similarity between I and Ill (p > 0.05). The other
elements: active macrophages phagocyting hemosiderine, plasmocytes, fibroblasts,
fibrocytes, giant cells, monocytes, interstitial spaces and fibers of collagen, did not show

significant difference among the groups. The splenic autransplantation is feasible, being the

Abstract
XXii



better place the greater omentum. This research demonstrated through qualitative and
quantitative histological analysis that the splenic tissue autotransplanted in the omentum of

Wistar rats preserves its function of defense of the organisms.

Abstract
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1- INTRODUCAO

24



Na década de 80, aproximadamente 80% das contusGes, provenientes de
traumatismos abdominais, foram responsaveis pela lesdo do baco. Nas contusdes
abdominais outros érgdos associados como o figado e o intestino delgado sofreram lesbes
com maior freqiiéncia, sendo que o bago na casuistica global representou o terceiro 6rgao
mais atingido (Kobata et al., 1986). Com a elevada incidéncia de lesdes abdominais
associadas as do baco, tanto em ferimento como em contus@es, levam o0s respectivos
pesquisadores a questionarem: em que situacdes pode-se optar pelo tratamento conservador
do bago?

A esplenectomia foi o procedimento adotado no século XIX para o tratamento
dos traumas abdominais com comprometimento da integridade esplénica, inclusive
recomendado pelos livros textos de cirurgia: “esplenectomia € o tratamento recomendavel,

indiferentemente do tipo de extensdo do trauma esplénico” (Schwartz, 1976).

O bago desempenha importante fungédo de defesa do organismo, participando de
processos de filtracdo e fagocitose, e producdo de imunoglobulinas. Os pacientes com de
traumatismos de baco assumem um estado de asplenia e consequentemente ficam com
maior susceptibilidade aos quadros de sepse, podendo ser rapidamente progressiva e fatal,
sobretudo com maior incidéncia em criancgas e pacientes portadores de hemopatias. Por este
motivo € que tém surgido varias atitudes terapéuticas frente aos traumatismos esplénicos,
desenvolvendo-se varias técnicas de cirurgia conservadora (tratamento conservador,
esplenectomias parciais e esplenorrafia com ou sem aplicacdo de agentes hemostaticos),
assim como técnicas de autotransplante esplénico (Petroianu, 2003).

Assim, na tentativa de se restabelecer essas fungdes em individuos
esplenectomizados, os implantes autélogos tém sido realizados com sucesso em estudos
experimentais. A literatura € rica nos trabalhos experimentais e clinicos, mostrando a

eficacia do enxerto autdlogo de baco na protecdo do organismo contra infecgoes.

Diversos fatores influenciam a viabilidade do implante, tais como o seu
tamanho, formato e localizacdo. Varias técnicas ja foram adotadas, podendo-se implantar
Y4 do tecido esplénico (Lau e Ong, 1982), a parte central do érgdo (Sotelo et al., 1983) ou
50% do tecido esplénico normal (Rodrigues Jr. et al., 1987). Alguns autores preconizam 0
autotransplante na forma de fatias, com a justificativa de que € melhor para manter a funcéo

esplénica de filtro, porque se conserva a arquitetura do baco (Torres et al., 1994).
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Quanto a localizacdo dos implantes, varios locais tém sido estudados, como o
epiplon, cavidade peritoneal, loja esplénica, retroperitoneo, intraportal, bainhas do musculo
reto abdominal, axilas e subcutaneo de parede abdominal. O epiplon tem vérias vantagens,
como a vascularizacdo acentuada permitindo grande aporte sangliineo, que é resultado
essencial para a adequada vascularizacdo o que evita a migragdo do implante e a
permanéncia do baco no territorio portal. (Paredes et al., 1992).

Atualmente, dois aspectos importantes sdo relatados para o autotransplante
esplénico: a efetiva capacidade de regeneracdo do 6Orgdo e o melhor sitio para
transplantacdo (Marques et al., 2002).

Os estudos histoldgicos do implante esplénico revelam duas fases distintas: uma
fase degenerativa onde o fragmento perde peso e uma fase regenerativa (Tavassoli et al.,
1973). A reducéo da polpa branca tem sido observada em estudos com ratos, sendo que a
sua regeneracdo mais tardia, em relacdo a polpa vermelha, provavelmente aconteca pelo
fato da neovascularizacdo do implante ocorrer da periferia da polpa vermelha para o centro
da polpa branca (Marques et al., 2002). Desta forma, o periodo de recuperagdo do tecido
esplénico implantado € muito variavel podendo prolongar-se por até seis meses (Petroianu,
2003).

Rezende et al.(1990) concluem em sua pesquisa que o epiplon como sitio de
enxertia e a implantacdo de fragmento integro favorecem os melhores resultados.
E, por estes motivos, sugerem que a realizacdo de pesquisas futuras para obtencdo de
resultados satisfatorios devam ser cerca de seis meses ap0s 0 enxerto autélogo de baco.
Novas varidveis na avaliacdo da fungdo esplénica apds o auto-enxerto merecem estudo
detalhado, como: proximidade aos grandes vasos, envolvimento completo ou parcial pelo
epiplon, a massa critica para enxertia, estudo comparativo dos varios sitios receptores,
utilizando padrdes imunologicos, além do destino, sob ponto de vista estatistico, do enxerto

colocado livremente na cavidade peritoneal.

1.1- Reviso de Literatura
O baco é um 6rgao linféide pertencente ao sistema imune, classificado como
periférico ou secundario, cuja principal caracteristica anatomo-fisioldgica € estar interposto

na corrente circulatéria. Suas principais func@es sdo: producédo de linfocitos; hemocaterese,
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ou seja, faz a remocdo e destruicdo de eritrocitos velhos do sangue periférico, permite a
recirculacdo do ion ferro enviando-o a medula hematopoética para a producdo de novas
moléculas de hemoglobina; remove também microrganismos e faz parte do “pool”
periférico de armazenamento de sangue, sendo esta Ultima funcdo, particularmente, melhor
desenvolvida no camundongo e no rato (Petroianu, 2003).

Histologicamente é formado por um estroma e pelo parénquima. O estroma é
constituido por uma cépsula fibromuscular que reveste o 6rgdo por completo e emite
trabéculas para o seu interior, tentando a septacdo que é incompleta. A cépsula é formada
por fibras de colageno tipo | e células musculares lisas. O estroma também é formado por
colageno 11, também chamado de fibra reticular ou argentdfilo. E reticular porque forma
uma delicada rede de sustentacdo do parénquima e argentdfilo por sua capacidade de
reduzir o nitrato de prata (incolor), resultando em precipitado negro que desenha todo o

trajeto fibrilar (Junqueira e Carneiro, 2004; Samuelson, 2007).

O parénquima é a parte nobre e traduz a organizacao citologica do bagco. Assim,
os tipos celulares presentes na estrutura esplénica sdo: linfocitos T e B com distribuicéo
peculiar, macrofagos, plasmdcitos, células reticulares que também fazem parte do estroma e

células dendriticas (Junqueira e Carneiro, 2004; Samuelson, 2007).

Os linfocitos sdo leucdcitos que circulam na corrente sangiinea e dirigem-se
aos oOrgdos linfaticos secundarios apds sofrerem maturacdo no timo e medula dssea.
Os linfécitos que amadurecem no timo sdo chamados de linfocitos T e 0s que passam pelo
tecido da medula éssea, linfocitos B. Os linfocitos T, por meio de receptores especificos,
desempenham no organismo diversas fungdes: agressao celular; producdo de linfocinas;
destruicdo de bactérias e células provenientes de enxertos com al6tipos diferentes presentes
nos receptores e funcdo de células de memdria imunoldgica. Enquanto que os linfocitos B
sdo capazes de se diferenciar em plasmaocitos secretores de imunoglobulinas
(Petroianu, 2003).

Os macrdfagos podem ser encontrados em outros tecidos do organismo,
como no figado, pulmdes, sistema nervoso e tecido conjuntivo. Entre suas funcgdes
destacam-se: fagocitose, apresentacao de antigenos aos linfocitos T e B, secrecao de fatores

inflamatdrios e enzimas, acao tumoricida e modulacdo da resposta imune (Petroianu, 2003).
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Os plasmdcitos sdo originados da diferenciacdo dos linfécitos B, apresentam
grande quantidade de ribossomos e abundante reticulo endoplasmatico, responsaveis pela

producéo de imunoglobulinas ou anticorpos (Petroianu, 2003).

Diferentemente de outros érgdos linféides, como o timo e o linfonodo, cuja
organizacdo do tecido linféide nodular e ou cordonal faz-se em regides cortical e medular,
no baco o arranjo tissular ¢é feito segundo as polpas branca e vermelha. A polpa branca se
apresenta formada por bainha linfoide periarterial, bainha linféide periarteriolar e 0s
corpusculos esplénicos ou de Malpighi, enquanto a polpa vermelha esta constituida pelos
corddes linféides esplénicos ou de Billroth (Petroianu, 2003).

As pesquisas de autotransplantes esplénicos realizadas, a partir do século XIX,
podem ser classificadas em duas linhas diferentes de trabalhos, os clinicos e experimentais.

Dentre os trabalhos clinicos podemos destacar 0s seguintes autores:

Em 1911, Faltin®, levantou a primeira suspeita de auto-enxerto de tecido
esplénico na cavidade peritoneal de um jovem de 19 anos de idade, com diagnostico de
apendicite cronica, observando uma série de nodulos implantados que, ao microscépio,
revelaram estrutura esplénica. Como o paciente tinha historico de esplenectomia, por rotura

de baco, correlacionou os fatos e introduziu o problema do enxerto autélogo.

Buchbinder e Lipkoff (1939) durante procedimento cirdrgico observaram
maultiplos implantes peritoneais, que ao exame anatomo-patolégico foram diagnosticados

como tecido esplénico e desta forma introduziram o termo esplenose para descrevé-los.

Bunch e Spivey (1946) descrevem que 0 auto-enxerto esplénico em pacientes
com ruptura de baco espalha-se por diversos pontos de acordo com a gravidade, possuem
formato variado, nao apresentam hilo e a capsula esplénica, quando presente, sé os envolve
em partes. A anélise microscopica revela que a estrutura parenquimatosa imita a polpa

normal e 0s vasos sanguineos sdo irregulares em sua penetracao.

Na literatura nacional o primeiro relato de auto-enxerto de baco foi de Sampaio
(1950). Durante uma apendicectomia de um paciente com historico de esplenectomia ha

10 anos, encontrou ndédulos vermelho-escuros de consisténcia mole espalhando-se pelo

'Faltin R apud Rezende AM. Enxerto autélogo de baco estudo comparativo e experimental no abdome
[Tese-Mestrado]. Belo Horizonte (MG): Universidade Federal de Minas Gerais; 1989.
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mesentério, ceco, ileo terminal e peritbnio posterior. O exame microscopico revelou

tratar-se de tecido esplénico.

Tschakarov et al.> (1975) realizaram enxerto autélogo de bago no epiplon,
com aproximadamente 5 a 20 % do peso do baco dividido em fatias de dois a
trés milimetros de espessura, em 11 pacientes com rotura traumaética. Clinicamente e por
meio de exames laboratoriais nove pacientes se mostraram sem sinais de asplenia e

dois com hipoesplenismo.

Em 1980, Galvdo e Azevedo, em experiéncia inicial, realizavam enxerto
autologo de baco na loja esplénica e no musculo reto abdominal com fragmento integro do

tecido.

Willians et al. (1982) fizeram enxerto autélogo com fatias de tecido esplénico
de 3 mm de espessura e peso de 20 gramas. O sitio de enxertia escolhido pelos autores foi o
epiplon, pois os fragmentos estariam dentro do sistema porta. A técnica de fatias preserva a
arquitetura sinusoidal do bago que é importante para a fungéo de filtracdo, além das laminas

de pouca espessura prevenir a necrose e perda do enxerto.

Kusminsky et al. (1982), ap6s cinco meses de cirurgia, constataram em
11 pacientes a existéncia de funcdo do auto-enxerto esplénico fatiado realizado no epiplon.

Weber et al. (1998) relatam a avaliacdo tardia de oito pacientes submetidos ao
autotransplante esplénico no epiplon. Os intervalos entre o autotransplante e a avaliacéo
médica variaram de 1,2 a 9,2 anos. Foram empregadas as técnicas cintilograficas,

ultrassonograficas, assim como as avalia¢cdes imunoldgicas.

Knezevic et al. (2002) executou a autotransplantagdo em 12 pacientes com
ruptura isolada de baco e hemoperiténio, sendo que em oito pacientes um fragmento era
colocado no epiplon, trés outros dentro do tecido adiposo que circunda o figado e um
dentro da parede abdominal anterior.

Recentemente, Petroianu e Petroianu (2005), utilizam a técnica de
autotransplante esplénico para o tratamento de hipertensdo portal. Seus estudos relatam

43 casos de hipertensdo portal secundaria a esquistossomose, os quais foram submetidos a

*Tschakarov et al. apud Rezende AM. Enxerto autélogo de baco estudo comparativo e experimental no
abdome [Tese-Mestrado]. Belo Horizonte (MG): Universidade Federal de Minas Gerais; 1989.
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esplenectomia subtotal, mantendo-se um remanescente esplénico na cavidade peritoneal.
Os pacientes foram posteriormente submetidos a avaliacdes clinica, hematoldgica,

imunoldgica e cintilografica.

Nas pesquisas experimentais podemos destacar, historicamente, os seguintes

pesquisadores:

Von Stubenrauch® (1912) foi o primeiro a demonstrar experimentalmente essa
possibilidade, em cées cujo baco reduzido a fragmentos eram dispersos sobre o periténio,

comprovando por autdpsia, trés meses depois, a vitalidade e adaptacdo perfeita do enxerto.

Willians* (1950) estudou os enxertos autélogos de bago feitos dentro de
camaras instaladas em orelhas de coelhos, os quais foram avaliados durante seis meses e
entdo removidos para um detalhado estudo microscopico com coloracdo pela prata e

hemotoxilina e eosina (H.E.).

Tavassoli et al. (1973) durante experimento com enxerto autélogo de baco na
tela subcutanea de ratos, desenvolveram um estudo completo de crescimento do implante e
notaram que 0 mesmo tem uma fase degenerativa, na qual perde peso e uma fase
regenerativa que se inicia por volta do segundo ou terceiro dia para se estabilizar por volta

da quinta semana.

Schwartz et al. (1977) apds realizarem esplenectomia em ratos, aplicaram a
técnica de enxerto autélogo com macerado de tecido esplénico implantados na tela
subcuténea, epiplon e cavidade peritoneal livre. Além disso, testaram a capacidade dos

implantes em formar anticorpos contra hemacias de carneiro.

Por meio de estudos experimentais, Chatterge et al. (1979) realizaram enxertos
esplénicos autologos na tela subcutanea e musculo reto abdominal, e ap6s oito semanas de

enxertia verificaram a reconstituicao celular dos linfécitos B e T.

Kovacs et al. (1981) fizeram enxerto autologo utilizando homogenado de tecido
esplénico injetado na cavidade peritoneal para testar a capacidade de regeneracdo do

mesmo em ratos jovens e adultos.

3Von Stubenrauch apud Lau JTK, Ong GB. Experimental splenosis: A comparative study in rats. Aust N Z J
Surg 1982; 52(2): 210-215.

*Willians RG apud Rezende AM. Enxerto autlogo de baco estudo comparativo e experimental no abdome
[Tese-Mestrado]. Belo Horizonte (MG): Universidade Federal de Minas Gerais; 1989.
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Lau e Ong (1982) fizeram também estudos comparativos de enxerto autdlogo
de baco, com ¥ do peso total do 6rgédo, na tela subcuténea, no epiplon e retro peritonio.
Fizeram enxertos fatiados de um milimetro de espessura sem macerar, sendo o animal de

experimentagao o rato.

Sotelo et al. (1983) desenvolveram estudos experimentais de autotransplante de
tecido esplénico. Vinte ratos sofreram intervencdo cirdrgica para extracdo do baco e
reimplantacdo de fragmento. Apds a esplenectomia, os bacos eram seccionados em
trés partes de medidas semelhantes e a porcdo central escolhida para reimplantagdo no
epiplon, proximo de sua insercdo com o colo transverso. Transcorrido 30 dias do enxerto,
os ratos foram sacrificados e os fragmentos reimplantados encaminhados para coloragédo de
hematoxilina-eosina que permitiram o estudo microscdpico das estruturas histologicas do

baco.

Christenson et al. (1986) desenvolveram implantes de tecido esplénico no
epiplon de 130 ratos e avaliaram a funcdo de filtragem de hemacias marcadas com TC*",
resisténcia a infeccdes por Streptococcus pneumoniae e exames histologicos com coloragédo

H.E., durante 2, 4, 6, 10, 18, 20, 24, 28 e 30 semanas apds a implantacao.

Em estudos experimentais de ratos Wistar, Rodrigues et al. (1987) realizaram
autotransplantes com e sem remanescente esplénico. No grupo caracterizado como |,
0 procedimento cirargico consistia em esplenectomia total e reimplante intraperitoneal dos
fragmentos de baco retirados, e no grupo Il foi realizada esplenectomia parcial 50%,
seguida de reimplante intraperitoneal dos 50% retirados, além do grupo | caracterizado
como controle. Os fragmentos obtidos foram acomodados entre os folhetos anterior e
posterior da bolsa omental, apds serem seccionados longitudinalmente com espessura de
um a dois milimetros que, em seu conjunto, corresponderam a aproximadamente 50% do

volume original do baco.

Rezende et al. (1990) utilizando cobaias Cavea porcellus realizaram enxertos
autdlogos de baco em varios sitios abdominais: tela subcutanea, masculo reto abdominal,
pré-periténeo, epiplon e raiz do mesentério. As cobaias foram divididas em dois grupos de
16 animais para o enxerto de fragmento macerado e fatiado de tecido esplénico com peso
inicial de 50 mg. Apos de 16 semanas de enxertia, os fragmentos de baco foram coletados

para avaliacdo da capacidade de fagocitose, peso e padrdo histoldgico. A capacidade de
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fagocitose foi verificada, através de heméacias heterdlogas, marcadas com TC*™ e alteradas
pelo calor, fragmentos eram pesados em balanca de precisao e os estudos histolégicos com
coloracdo hematoxilina e eosina (celularidade), tricomio de Masson (colageno) e coloracéo
pela prata (arquitetura). As amostras avaliadas pelo padréo histologico foram classificadas
em quatro categorias de acordo com a sua proximidade com o padrdo esplénico, sendo tipo
0 para analogos ao padrédo esplénico, tipo 1 para polpa branca pouco desenvolvida, tipo 2

para tecido linfoide escasso com fibrose moderada e tipo 3 para predominio de fibrose.

Sasaki (1990), em estudos com camundongos, realizou esplenectomia com
posterior implantacdo de fatias de baco no epiplon. A formacdo da polpa branca foi

avaliada ao longo de 28 dias com microscopia de luz e eletronica.

Paredes et al. (1992) realizaram estudo experimental com ratos
Sprague-Dawley implantando tecido esplénico em bolsa do epiplon. Foram operados
26 ratos machos, sendo implantado 50% do 6érgdo, divididos em quatro partes, apds prévia
esplenectomia. No periodo pds-operatorio compreendido entre trés e cinco meses e meio,

o tecido esplénico foi recuperado para exame histoldgico.

Torres et al. (1994) avaliaram a evolugdo histoldgica da regeneracdo de
autotransplante esplénico. Quarenta e oito ratos Wistar, adultos e machos, foram
submetidos a esplenectomia total. O 6rgdo foi seccionado transversalmente no seu eixo
craniocaudal em quatro fatias, sendo que duas fatias da porcdo média apresentavam de
trés a cinco milimetros e foram utilizadas para o autotransplante no epiplon gastrocélico.
Os animais eram divididos em quatro grupos de 12 espécimes e avaliados, respectivamente,
depois de 7, 14, 21 e 28 dias do procedimento cirdrgico. A avaliacdo histoldgica foi

realizada com coloracdo hematoxilina-eosina e tricémio de Masson.

Fatouros et al. (1995) estudaram a relacdo entre o baco e o metabolismo
lipidico. Concluiram que o baco tem um papel no metabolismo lipidico e pode,

desta forma, influenciar arteroscleroses.

Reconhecendo o aumento da susceptibilidade a infeccdo severa apos
esplenectomia, Torres et al. (2000) analisaram a regeneracdo histoldgica do tecido
esplénico, utilizando trinta ratos machos adultos, da linhagem Wistar, submetidos a

esplenectomia subtotal.
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Em seus estudos, Gomez et al. (2000), utilizaram ratos com 12 semanas de
idade e média de 250 g de peso. Um grupo de 25 ratos teve os fragmentos esplénicos
reimplantados no epiplon, com dois a trés milimetros de espessura e peso aproximado de
70 mg; outro grupo de 25 animais recebeu o implante na regido cervical com a adogdo de
técnica de anastomose arterial e venosa. Seus resultados histoldgicos foram classificados

segundo os critérios de Moore (1986)°.

Marques et al. (2002) submeteram ratos Wistar jovens e adultos a
esplenectomia combinado com autotransplante no epiplon. Dezesseis semanas apds 0S
implantes, as fatias do tecido esplénico foram coletadas para analise histolégica e avaliacdo

fagocitaria, observando regeneracdo do implante esplénico de todos os animais.

Miko et al (2003) utilizaram estudos morfologicos, entre outras técnicas,
para avaliar camundongos submetidos & autotransplante de baco, seis semanas apos
esplenectomia. O epiplon foi adotado como sitio do autotransplante esplénico e houve a

realizacdo de anastomose vascular.

Marques et al. (2004) analisaram a regeneracao morfoldgica de tecido esplénico
auto-implantado em 32 ratos Wistar, 13 machos e 19 fémeas. As fatias de baco,
seccionadas transversalmente, de dois milimetros de espessura foram implantadas no
epiplon e avaliadas ap0s 16 semanas de enxertia. Foi também verificado a funcéo
fagocitaria bacteriana de seus macrofagos através da inoculacdo de Escherichia coli
via jugular interna. Todos os ratos tiveram regeneracdo dos auto-implantes esplénicos

sendo que 0s animais jovens apresentaram maior percentual de regeneracéo.

Para avaliar a capacidade de regeneracdo esplénica, Souza et al. (2005)
realizaram enxertos autdlogos em 44 ratos Wistar, sendo que no Grupo A, com 22 ratos, 0S
animais receberam o implante na tela subcutanea abdominal, entre a regido do flanco e o
hipocdndrio esquerdo; e o Grupo B, com 22 ratos, na raiz do mesocolon transverso.
Ambos os grupos foram subdivididos em dois e receberam fragmento Unico ou quatro

fragmentos de baco, estes Gltimos com distanciados um centimetro entre si. Os fragmentos

*Moore et al. apud Gomez L, Egido R, Guarino G, Perez L, Pifiol C. Studio istologico del trapianto splenico
sperimentale nei ratti. Minerva Chir. 2000; 55: 741-4.
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reimplantados estavam em fatias de um centimetro e possuiam peso variando entre
180 e 200 mg. No decorrer de cinco semanas 0s animais sofreram eutanasia e 0s
fragmentos encaminhados a processamento histolégico. Os critérios de avaliacdo
histoldgica foram: 1- anélise da constituicdo dos elementos histolégicos e comparadas com
0 baco normal (controle); 2- andlise da reacdo entre a area receptora e os fragmentos
implantados e regenerados. Concomitante foi realizado o estudo citologico pelo esfregaco

do enxerto regenerado e corado pelo método de Leishmann.

Paulo et al. (2006) avaliaram os aspectos técnicos, morfologicos e funcionais do
polo inferior do bagco de um grupo de dez ratos Wistar submetidos a esplenectomia subtotal.
Outros dois grupos tiveram dez animais submetidos a laparotomia com manipulacdo do
baco (operagdo simulada) e 16 animais submetidos a esplenectomia total. Os ratos foram
mortos apds 90 dias e 0 baco e o remanescente esplénico foram removidos para estudo

macro e microscopico com colora¢do hematoxilina-eosina.

Karagllle et al. (2007) além de proporem um estudo dos efeitos do
autotransplante na imunidade, examinaram a sua viabilidade. Utilizaram trés grupos com
20 coelhos New Zealand. Um grupo recebeu a laparotomia, o0 segundo grupo esplenectomia
e o terceiro esplenectomia e implantes esplénicos no epiplon. Para a evolugdo dos efeitos da
autotransplantacdo esplénica foi utilizado métodos de cintilografia, testes hematoldgicos-

imunologicos e exame histopatoldgico.

Estudos recentes de Simdes et al. (2007) avaliaram o perfil lipidico em ratos
submetidos a esplenectomia isolada ou combinada com autotransplante esplénico.
Os resultados mostraram que a esplenectomia isolada altera o metabolismo lipidico em
ratos que se alimentaram com racdo especifica e o autotransplante esplénico € efetivo no

restabelecimento dos niveis normais.

1.2- Objetivo

O estudo tem como objetivo avaliar macro e microscopicamente a evolucao
tardia do autotransplante de fragmentos de baco na cavidade peritoneal, epiplon e

mesentério.
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2.1- Animais e ambiente de experimentagao

Nesta pesquisa foram utilizados 52 ratos Wistar (Rattus Novergicus Albinus,
Rodentia, Mammalia), machos, com peso variavel de 238 a 554 g., adquiridos pelo CEMIB
- Centro de Bioterismo da UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo
de Medicina e Cirurgia Experimental, sob temperatura ambiente e condi¢des de luz natural.
Os animais utilizados foram criados no Centro de Bioterismo da UNICAMP em condigdes

especiais, podendo ser considerados saudaveis e livres de doengas.

O trabalho recebeu prévia aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagdo

Animal do Instituto de Biologia sob o n°. 745-2 (Apéndice I).

2.1.1- Acondicionamento

Os animais foram acondicionados em gaiolas de poliuretano, com 33 cm de
largura, 40 cm de comprimento e 18 cm de altura, forrada com maravalha e tampo de grade

metalica.

2.1.2- Alimentagao

Os ratos foram alimentados com ragdo peletizada para roedores, usado no
biotério do CEMIB, trocada uma vez por semana e livre acesso a dgua durante o periodo de

experimentacao.

2.2- Grupo de animais

Para a realizagdo do experimento os animais foram distribuidos em

quatro grupos experimentais, a saber:

2.2.1- Grupo I

Oito ratos submetidos a esplenectomia total e coletado fragmento de bacgo
destinado a confec¢do de laminas histoldgicas para padrdo histolégico normal. Os animais
foram escolhidos aleatoriamente dos grupos II, III e IV e este grupo foi denominado de

Grupo controle.
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2.2.2- Grupo II

Dezessete ratos submetidos a esplenectomia total e reimplante intra-abdominal
de fragmento de bago em peritonio livre. Os animais foram observados e em seguida
sacrificados na 24* semana de seguimento pods-cirargico. Este grupo foi denominado de

Grupo da cavidade.

2.2.3- Grupo III

Dezoito ratos submetidos a esplenectomia total e reimplante intra-abdominal de
fragmento de bago no epiplon. Os animais foram observados e em seguida sacrificados na

24* semana de seguimento pos-cirurgico. Este grupo foi denominado de Grupo do epiplon.

2.2.4- Grupo IV

Dezessete ratos submetidos a esplenectomia total e reimplante intra-abdominal
de fragmento de bago na raiz do mesentério. Os animais foram observados e em seguida
sacrificados na 24" semana de seguimento pods-cirirgico. Este grupo foi denominado de

Grupo do mesentério.

2.3- Material cirdargico

Para a realizagdo do procedimento cirirgico foram utilizados os seguintes

instrumentais € materiais:

¢ Pinca hemostatica tipo mosquito, retas e curvas;

Bisturi cabo n. 4 e lamina 22;

e Pinca anatomica de 15 cm;

Pin¢a dente-de-rato delicada;

Pinga hemostatica curva;

Tesoura fina;
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Tesoura romba de 15 cm;

Porta agulha;

Fio de algodao 4-0 agulhado;

e Campo operatorio fenestrado, compressas e gases.

2.4- Anestesia
2.4.1- Consideragdes pré-anestésicas

Os animais foram submetidos a restri¢do alimentar e hidrica nas 12 horas que
antecederam o procedimento cirurgico, e obtiveram acesso a dgua e ra¢ao apds o retorno da

anestesia.

2.4.2- Procedimento anestésico

A anestesia foi realizada com éter etilico, em chumaco de algodao no interior de
um cone, colocado préoximo as narinas do animal, o qual foi mantido por periodos
intermitentes, conforme a necessidade de cada animal, até o término do procedimento

cirurgico.

2.5- Procedimento cirurgico
2.5.1- Esplenectomia total

Apo6s anestesiados, foi realizada a tricotomia da regido abdominal, antissepsia
com alcool iodado e colocado campo fenestrado. O acesso a cavidade abdominal foi
realizado através de uma laparotomia mediana com o uso do bisturi e posteriormente o

manuseio das visceras abdominais para localiza¢do do baco.

O bago foi exposto no campo operatorio e individualizados os seus vasos.
Os vasos foram pingados proximo do hilo esplénico com pinga hemostatica curva,
feita ligadura com fio de algodao 4-0 e em seguida seccionados com auxilio de uma tesoura

delicada, e o 6rgdo foi removido da cavidade abdominal (Figura 1). Imediatamente apos,

Material e Métodos
38



foi colocado em solugdo de cloreto de sddio 0,9% para retirar o excesso de sangue e enxuto

com auxilio de uma gaze, sendo entdo pesado e medido (Figura 2).

A pesagem foi realizada em balanca de precisdo para pequenos fragmentos da
marca Ohaus-USA, e medido com régua simples em milimetros, apds ser colocado em
placa de vidro com a sua face visceral voltada para cima (Figura 3). Em seguida, foi
fragmentado transversalmente em trés porgdes semelhantes, com base no seu tamanho total.
Os fragmentos das extremidades esquerda e direita do bago foram chamados,
respectivamente, de “F1” e “F3”, enquanto que o fragmento do meio, chamado de “F2”
(Figura 4). O fragmento F1, da esquerda, e o F3, da direita, foram colocados em formol
tamponado 10%, sendo que o F3 foi enviado a estudos histologicos, para preparagdo de
laminas utilizadas como controle na compara¢do de um padrdo microscopico na fase pré e
pos-enxerto. O fragmento “F2”, de propor¢des relativamente homogéneas, foi escolhido
para ser reimplantado nos diferentes sitios: cavidade peritoneal, epiplon e raiz do

mesentério.

Todos os fragmentos, antes de serem reimplantados, foram pesados
individualmente utilizando a balanca de precisdo para pequenos fragmentos. A seqiiéncia
dos procedimentos, incluindo a esplenectomia, pesagem, medi¢do, fragmentagdo e implante

duravam em torno de 20 a 30 minutos.

2.5.2- Técnica do autotransplante esplénico

2.5.2.1- Grupo II: Reimplante de fragmento livre na cavidade peritoneal (n=17)

Neste grupo foi realizado o reimplante livre na cavidade peritoneal, sendo a sua
média de peso e tamanho, respectivamente de 421,06 mg e 15,19 mm. Os animais foram
submetidos a laparotomia mediana e o fragmento de escolha solto aleatoriamente dentro da
cavidade peritoneal (Figura 5). O fechamento da incisao foi realizado com pontos simples

separados de fio de algodao 4-0.
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Figura 1- Exposi¢do do bago ¢ por¢do da curvatura maior do estdbmago para realiza¢do de
esplenectomia total. Pincamento dos vasos com pin¢a hemostatica e ligadura

com fio algodao 4-0.
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Figura 2- Bago em placa de vidro contendo solugdo de cloreto de sodio 0,9% para retirada

do excesso de sangue, além de medicao com régua simples em milimetros.
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Figura 4- Fragmentagdo do bago em trés partes ¢ medi¢gdo com régua simples em

milimetros.

2.5.2.2- Grupo III: Reimplante no omento maior (n=18)

Neste grupo foi realizado o reimplante do fragmento no epiplon, com média de
peso e tamanho, respectivamente de 314,18 mg e 14,53 mm. O fragmento foi envolvido nos
folhetos do epiplon, préximo a curvatura maior do estdbmago, formando-se uma bolsa a qual
foi suturada com fio de algodao 4-0 (Figuras 6 e 7). O fechamento da incisdo foi realizado

com pontos simples separados de fio de algodao 4-0.
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2.5.2.3- Grupo IV: Reimplante na raiz do mesentério (n=17)

Neste grupo foi realizado reimplante do fragmento na raiz do mesentério com
média de peso e tamanho, respectivamente de 422,29 mg e 15,41 mm. Apds a manipulagdo
das visceras abdominais, foi localizado o jejuno expondo-se os segmentos intestinais para
melhor observagdo da raiz do mesentério. O fragmento foi colocado o mais proximo da
origem deste mesentério, fixando as suas extremidades com auxilio de fio agulhado
algoddo 4-0, tomando-se o cuidado para que os pontos de fixagdo atingissem apenas a
capsula esplénica (Figuras 8 e 9). O fechamento da incisdo foi realizado com pontos

simples separados de fio de algodao 4-0.

2.6- Cuidados pds-operatodrios

Ap6s o periodo de recuperagdo anestésica, os animais obtiveram acesso a dgua
e racdo peletizada. Durante todo o processo de observacdo, os animais foram pesados
mensalmente. Foram incluidos no estudo somente os animais que sobreviveram seis meses

apods o procedimento cirtrgico até a data do sacrificio.

Figura 5- Grupo II: Reimplante de fragmento de bago na cavidade peritoneal.
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Figura 6- Grupo III: Reimplante do fragmento de bago no epiplon.

Figura 7- Grupo III: Sutura do epiplon em forma de bolsa com fio de algodao.
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Figura 8- Grupo IV: Exposi¢do da raiz do mesentério para reimplante do fragmento de

bago.

Figura 9- Grupo IV: Reimplante do fragmento de bago na raiz do mesentério.
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2.7- Eutanasia dos animais e remocao dos fragmentos

Os animais foram novamente submetidos a anestesia continua com éter etilico,
de acordo com o protocolo anestésico citado anteriormente, até obtencdo de parada

cardio-respiratoria.

A laparotomia mediana foi realizada e subseqliente inspecdo da cavidade em
busca do fragmento reimplantado. Os fragmentos reimplantados no epiplon e raiz do
mesentério foram cuidadosamente examinados em busca de neovascularizagdo e retirados
com auxilio de pinga anatomica e tesoura romba, dissecando-se os tecidos adjacentes,

sem comprometer o tecido esplénico.

A inspecdo da cavidade abdominal, do grupo II, foi cuidadosamente realizada
procurando a localizacdo do fragmento, assim como a presenca de neovascularizagdo.
Localizado o destino do fragmento o mesmo foi removido, liberando-se as aderéncias,
sendo em seguida devidamente fotografados dentro e fora da cavidade abdominal.
Passaram, ainda, pelo processo de pesagem em balanga de precisdo para pequenos
fragmentos da marca Ohaus — USA e medi¢cdo em placa de vidro com régua simples em

milimetros.

2.8- Conservacdao e processamento do material

Os fragmentos coletados foram fatiados em duas ou trés partes e colocados
dentro de grade de plastico devidamente identificado. O material permaneceu em solucdo
de formol 10% nas primeiras 24 horas e em seguida foi submerso em solugdo de alcool a
70% até serem processados. Os fragmentos foram destinados & inclusdo em parafina,

microtomia e corados com coloracao de rotina (hematoxilina e eosina).

2.9- Estudo histoldgico

O exame histologico foi realizado em microscopio Optico comum.
Foram adotados dois critérios de avaliacdo histologica dos fragmentos reimplantados: a

analise qualitativa e quantitativa.

Material e Métodos
45



A analise qualitativa consistiu na evolugdo dos fragmentos autotransplantados,
com énfase na regeneragdo esplénica. Foram considerados os seguintes aspectos na

avaliacdo: capsula esplénica, estrutura tecidual (polpa branca e vermelha) e vascularizagao.

A andlise quantitativa consistiu na contagem de elementos celulares e ndo
celulares dos cortes histologicos transversais seriados, com auxilio da ocular contendo um
reticulo com 100 quadrantes de Imm? (Figura 10). Para a realiza¢do da contagem celular
foi utilizada uma amostra de oito ratos por grupo (Grupo I, II, III e IV). De cada lamina
histologica do fragmento reimplantado foram fotografados trés campos diferentes,
em objetiva de 100 x, com camera digital e posteriormente anexado o reticulo por meio de

programa de software Fotoshop®.

Na andlise quantitativa os elementos celulares considerados foram: linfocitos,
macrofagos ativos, macréfagos com hemossiderina, células endoteliais, plasmocitos,
fibrocitos, fibroblastos, células gigantes tipo corpo estranho ¢ mondcitos. Por outro lado,

os elementos ndo celulares considerados foram: fibras de colageno e espaco intersticial.

Durante a andlise quantitativa foram adotados os respectivos critérios:
considerar a presenca de elementos celulares, a contagem de apenas uma célula por
quadrante, a contagem da célula cujo nucleo estivesse no centro do quadrante ou mais
proximo dele, e considerar elementos nao celulares. Para facilitar a contagem dos
elementos celulares, quando encontrados em grande niimero nos quadrantes, o nucleo das
células que tocassem a linha esquerda e a linha inferior do quadrante foram conjugados ao

respectivo quadrante.

Foram contados 300 elementos por rato/grupo, sendo 100 elementos de cada

campo fotografado.

2.10- Andlise estatistica

Nesta analise foram empregadas estatisticas descritivas (média, desvio-padrao,
minimo, mediana € maximo) para as variaveis continuas (peso e tamanho) e tabela de

freqiiéncia para a variavel categorica (Grupo).
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Quanto a homogeneidade entre os grupos, com relagdo as variaveis peso €

tamanho do baco foi utilizado a Andlise de Varidncia (ANOVA), com transformag¢do Rank.

Na comparacdo das variaveis: peso do rato, peso e tamanho do fragmento de
baco entre os Grupos (cavidade, epiplon e mesentério) e entre os momentos (pré e pos-
implante), foi empregada a analise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas, com
transformac¢ao Rank, devido a ndo existéncia de normalidade dos dados, visando diminuir a
assimetria e variabilidade. Quando a diferenga foi significativa foram realizados testes de

compara¢do multipla (Teste de Tukey e Contraste) para identificar as diferencas.

Para a comparacao das contagens de elementos celulares e ndo celulares entre
os grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) com transformagdo por postos,

seguido pelo teste de Tukey.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, p < 0,05.

N«

o

Figura 10- Foto do corte histologico (H.E.) do fragmento reimplantado, em objetiva de

100X. O reticulo anexado na foto apresenta 100 quadrantes de 1 mm?.
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3.1- Analise do peso do bago por grupo

A média de peso do baco (em miligramas), nos grupos II, IIl e IV,

respectivamente foi 1127,00 mg; 897,50 mg e 1180,59 mg (Apéndice II).

A andlise de variancia realizada mostrou diferenga significativa entre o peso do
baco, em relagdo aos grupos. De maneira geral, o grupo III se comporta diferente dos

grupos [T e IV (p =0,0001).

3.2- Analise do tamanho do bago por grupo

A média do tamanho do bago (em milimetros), nos grupos II, III e IV,

respectivamente, foi 46,18 mm; 44,17 mm e 46,71 mm (Apéndice III).

A analise de variancia realizada mostrou diferenca significativa entre o tamanho
do bago, em relagdo aos grupos. O grupo III, de modo geral, se comporta diferente dos

grupos [T e IV (p =0,0001).

3.3- Analise do peso dos animais, por grupo, no pré e pos-operatorio

A média de peso dos animais (em gramas) no pré-operatorio, nos grupos II, III
e IV, respectivamente foi de 457,24 g; 338,39 g e 457,35 g. No pos-operatorio, a média de
peso dos grupos foi, respectivamente, de 581,47 g; 544,28 g e 581,12 g (Apéndice 1V).
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O grafico 1, abaixo, e os apéndices X, XI e XII mostram a variagdo do peso dos

ratos, por grupo, no pré e pds-operatorio.
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Gréfico 1- Box-plot da variavel peso do rato, por grupo e tempo.

A analise de variancia realizada, comparando as trés variaveis, mostra diferencga
significativa (p<0,05), entre o peso dos animais em relagdo aos grupos. O grupo III mostrou
diferenca significativa aos demais (p=0,0006), sendo que de maneira geral o grupo III se

comporta diferente dos grupos Il e IV (Apéndice V).

Do mesmo modo, houve diferenca significativa entre o peso dos animais no pré
e pos-operatorio (p=0,0001), ou seja, ao longo das 24 semanas de enxertia os ratos

ganharam peso de modo semelhante nos grupos (Apéndice V).

3.4- Analise do peso dos fragmentos dos bacos, por grupo, no pré e pés-operatorio

A média de peso (em miligramas) dos fragmentos dos bagos no pré-operatorio,
nos grupos II, III e IV, respectivamente foi de 421,06 mg; 314,18 mg e 422,29 mg.
Enquanto que no pos-operatdorio a média de peso dos fragmentos por grupo foi,

respectivamente, 290,50 mg; 205,29 mg e 209,59 mg. (Apéndice VI).
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O grafico 2, abaixo, e os apéndices X, XI e XII mostram a variagdo do peso dos

fragmentos, por grupo, no pré e pos-operatorio.
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Grafico 2- Box-plot da variavel peso do fragmento do bago, por grupo e tempo.

A andlise de variancia realizada comparando as trés varidveis mostrou diferenca
significativa (p<0,05), entre o peso dos fragmentos em relagcdo aos grupos (p=0,0001),

ou seja, os grupos II, III e IV se comportam de modo diferente (Apéndice VII).

Na comparacao dos grupos, no pré e pds-operatorio, houve diferenga estatistica

(p=0,0001).

Na interagdo entre o grupo e o tempo, a analise de varidncia mostrou diferenga
significativa (p=0,0003). No tempo pré-operatorio, o grupo III se comporta de maneira
diferente dos grupos II e IV, enquanto que no pds-operatorio o grupo II se comporta de

maneira diferente dos grupos Il e IV (Apéndice VII).

Ao longo das 24 semanas de enxertia ocorreu redugdo de peso dos fragmentos
entre os grupos. Os fragmentos dos grupos II, IIT e IV perdem em média, respectivamente,

31 %; 34,66 % e 50,36 % do peso inicial.
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3.5- Analise do tamanho dos fragmentos dos bac¢os, por grupo, no pré e pos-operatorio

A média do tamanho (em milimetros) dos fragmentos no pré-operatdrio, nos
grupos II, III e IV, respectivamente, foi de 15,19 mm; 14,53 mm e 15,41 mm.
No poés-operatorio, a média do tamanho dos fragmentos nos grupos foi, respectivamente,

13,63 mm; 11,65 mm e 11,94 mm (Apéndice VIII).

O gréfico 3, abaixo, e apéndices X, XI e XII mostram a variagdo do tamanho

dos fragmentos, por grupo, no pré e pods-operatorio.
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Gréfico 3- Box-plot da variavel tamanho do fragmento do bago, por grupo e tempo.

A andlise de varidncia realizada, comparando as trés variaveis, mostrou
diferenca significativa (p<0,05), entre o tamanho dos fragmentos em relacdo aos grupos.
O grupo I1II, de maneira geral, apresentou diferenga significativa em relagdo aos grupos Il e

IV (p =0,0113), sendo que grupo III # grupo II = grupo IV (Apéndice 1X).

Do mesmo modo, houve diferenca significativa do tamanho dos fragmentos no

pré e pos-operatorio (p = 0,0001).

Ao longo das 24 semanas de enxertia ocorre uma reducdo semelhante do

tamanho dos fragmentos dos grupos (Apéndice 1X).
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3.6- Analise macroscopica dos implantes

A andlise macroscopica apds 24 semanas mostrou que 0s enxertos eram
visualizados com facilidade nos diferentes sitios de enxertia, ocorrendo a implantagdo dos
fragmentos junto aos tecidos adjacentes. Pode-se observar a presenca de neovascularizacao
em todos os enxertos dos grupos, provenientes do epiplon ou do mesentério (Figuras 11,

12, 13 ¢ 14).

No grupo III foi observada em um rato, no local do implante, uma massa
nodular encapsulada com presenca de material caseoso em seu interior. A massa possuia

em torno de 10 mm de diametro e apresentava consisténcia macia (Figuras 15 e 16).

No grupo II, em um rato, ndo foi encontrado o fragmento de bago. O restante
dos fragmentos implantados na cavidade peritoneal tiveram destinos variados. Em 93,75 %
dos casos, os fragmentos tiveram como destino de implanta¢do o epiplon, enquanto que
6,25 % tiveram a implanta¢do junto ao mesentério. Nao ocorreu nenhum oObito entre os

animais.

Figura 11- Enxerto do Grupo II ressaltando sua implantag¢do nos tecidos adjacentes.
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Figura 12- Enxerto do Grupo III ressaltando sua implantagdo no epiplon.

i

—_—
—
—
—
-
e
N
P
e
e
e —
.
e
I
e

i

|

il

y

Figura 13- Enxerto do Grupo IV ressaltando sua implantagdo no mesentério.
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Figura 14- Enxerto do Grupo II com presenga de neovascularizagdo proveniente do epiplon

(seta).

Figura 15- Massa nodular encapsulada com contetido caseoso implantado no epiplon

(Grupo III).
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Figura 16- Massa nodular encapsulada retirada do epiplon (Grupo III).

3.7- Analise histoldgica qualitativa
3.7.1- Analise histologica dos fragmentos de bago normal (Grupo I)

A andlise microscopica do material deste grupo revelou a polpa branca no
arranjo de foliculos linféides com a arteriola excéntrica (corpusculo esplénico ou de
Malpighi) e/ou como bainhas linfoides periarteriais e periarteriolares (Figura 17) que sao
aglomerados de linfocitos (células pequenas com nucleo pequeno esférico e cromatina
bastante condensada); a polpa vermelha apresenta-se no formato de corddes celulares
irregulares, também composto de linfocitos, macrofagos (células de tamanhos variados na
dependéncia do seu estado funcional, com ntcleo ora grande e claro, ora menor embora em
ambos os casos ha heterocromatina aderente a carioteca; o formato nuclear também exibe
variagdes indo desde o riniforme ao esférico ou elipsdide; varios apresentam material
acastanhado no citoplasma, o que significa célula ativada e fagocitose), plasmocitos
(citoplasma basofilo, nicleo excéntrico e halo perinuclear); e, vez ou outra, depara-se com

células gigante tipo corpo estranho (Figuras 18, 19, 20 e 21).

Outro detalhe que chama a atencdo ¢ a quantidade de eritrocitos ora
circunscritos aos sinusoéides ou espalhadas entre os corddes celulares, conferindo aspecto
hemorragico a estrutura. Contudo, a congestdo vascular ¢ sindnimo de estase de decubito;

e a hemorragia pode ser resultado de sangramento do material (Figura 22).
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3.7.2- Analise histologica dos fragmentos de bago reimplantados na cavidade

peritoneal (Grupo II)

A andlise microscépica do material deste grupo revelou a capsula esplénica ora
higida, ora com aspecto de hialinizagdo. A polpa branca estava preservada e
apresentando-se mais na forma de bainha linféide periarteriolares. Notou-se, como em
outros materiais, a presenca de eritrocitos confinados aos sinusdides, mas também no
intersticio e menor quantidade de macréfagos fagocitando hemossiderina, presenca de
células bléasticas mono e multinucleadas. Quanto a vascularizacdo, os vasos septais,

as arteriolas e os sinusdides estavam bem preservados (Figuras 23 e 24).

3.7.3- Analise histologica dos fragmentos de baco reimplantados no epiplon

(Grupo III)

A andlise microscopica dos fragmentos revelou capsula esplénica ora mais fina
e com aspecto de atrofia, ora mais espessada com aspecto de hialinizagdo, sendo que o
mesmo aconteceu nos septos. O tecido linféide apresentava-se parcialmente preservado,
a polpa branca tanto com formagdes foliculares, quanto em bainha linféide e a polpa
vermelha com aspecto cordonal, embora bastante hemorrdgica. Estavam presentes
macrofagos ativados, com citoplasma repleto de granulos de hemossiderina, além de

gigantocitos (Figuras 25 e 26).

3.7.4- Andlise histologica dos fragmentos de bago reimplantados no mesentério

(Grupo 1V)

A andlise microscopica dos cortes histologicos deste grupo apresentou
diferentes aspectos evolutivos dos animais entre si. Houve, por exemplo, grande rarefacdo
de tecido linféide com grande deplecao das polpas branca e vermelha, aliada a uma
consideravel destruicao eritrocitaria traduzida pela presenga de grandes macréfagos com o

citoplasma repleto de hemoglobina ou hemossiderina; havia importante quantidade de
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hemacias no interior de vasos e no intersticio (Figura 27); neste material foram encontrados
células grandes, multinucleadas com cromatina frouxa e nucléolo evidente (gigantocitos ou
células gigantes tipo corpo estranho) (Figura 28). Alguns cortes evidenciavam melhor
preservagdo ¢ maior quantidade de polpas (Figura 29) e no tecido pericapsular havia vasos
integros, gordura unilocular, as vezes com dareas de fibrose, significando presenca de

aderéncia (Figura 30).

Outros aspectos histologicos podem ser observados neste grupo, por exemplo,
alguns animais exibem desde necrose da polpa branca a um melhor arranjo celular da

mesma.

Figura 17- Polpa branca no arranjo de foliculos linféides com a arteriola excéntrica (seta)

(corpusculo esplénico ou de Malpighi) (H.E.-40X).
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Figura 19- Polpa vermelha com presenga de macrofagos de tamanhos variados, nticleo
com heterocromatina aderente a carioteca e material acastanhado no citoplasma

(setas) (H.E.-100X).
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Figura 20- Polpa vermelha com presenga de plasmocito (citoplasma basofilo, nucleo

excéntrico com halo perinuclear) (seta) (H.E.-100X).

Figura 21- Polpa vermelha com presenga de célula gigante tipo corpo estranho (setas)
(H.E.-100X).
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Figura 22- Eritrocitos circunscritos aos sinusoéides (delimitado pela linha pontilhada) e

espalhados entre os corddes celulares (setas). (H.E.-100X).

Figura 23- Polpa branca preservada na forma de bainha linfoide periarteriolares (setas)

(H.E.-100X).
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Figura 24- Presenga de eritrocitos confinados aos sinusdides (delimitado pela linha
pontilhada) e também no intersticio (*). Foi encontrado menor niimero de

macrofagos (setas) (H.E.-100X).

Figura 25- Polpa branca com formagdo de bainha linféide (setas) e presenga de arteriola

central (*) (H.E.-100X).
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Figura 26- Polpa vermelha em aspecto cordonal e com presenga de macrofagos ativados

(setas), além de gigantocito (*) (H.E.-100X).

Figura 27- Deplecdo de polpa branca e polpa vermelha, associada a destruigao eritrocitaria
com presenca de grandes macrofagos fagocitando hemossiderina (setas) (H.E.-

100X).
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Figura 28- Presenga de células grandes com cromatina frouxa e nucléolo evidente (seta).
Grande quantidade de hemdcias no interior de vasos (delimitado pela linha

pontilhada) (H.E.-100X).

Figura 29- Polpa branca preservada com melhor arranjo celular (setas) (H.E.-100X).
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Figura 30- Tecido pericapsular com presenga de vaso integro (seta) (H.E.-100X).

3.8- Analise histologica quantitativa
3.8.1- Anadlise da contagem do niimero de linfécitos por grupo

A média de linfocitos encontrados, na contagem celular dos cortes histologicos,

nos grupos I, II, III e IV, respectivamente, foi de 32,8; 17,1; 24,3 e 16,8. (Apéndice XIII).

A analise de variincia realizada mostrou diferenga significativa em rela¢do aos
grupos. Houve diferenca significativa (p = 0,0020 — p < 0,05) entre os grupos I e IV,
e grupos [ e IL.

3.8.2- Andlise da contagem do ntimero de macréfagos ativo por grupo

A média de macrofagos ativos, na contagem celular dos cortes histologicos,

nos grupos I, II, Il e IV, respectivamente, foi de 5,7; 3,1; 6,1 ¢ 7,0. (Apéndice XIV).

A andlise de variancia mostrou que o grupo II apresentou diferenca significativa

(p=10,0370 — p <0,05) em relacdo aos grupos Il e IV.
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3.8.3- Analise da contagem do numero de macrofagos fagocitando hemossiderina por
grupo

A média de macréfagos fagocitando hemossiderina, na contagem celular dos
cortes histologicos, nos grupos I, II, III e IV, respectivamente, foi de 10,7; 9,6; 15,3 ¢ 11,9.
(Apéndice XV).

A andlise de variancia revelou que nao houve diferenca significativa entre os

grupos (p = 0,0560 — p > 0,05).

3.8.4- Andlise da contagem do ntimero de células endoteliais por grupo

A média de células endoteliais, na contagem dos cortes histologicos, nos grupos

L, IL, III e IV, respectivamente, foi de 1,8; 0,7; 0,4 e 1,0. (Apéndice XVI).

A analise de variancia revelou diferenca significativa (p = 0,0409 — p < 0,05)

entre os grupos I e III.

3.8.5- Andlise da contagem do ntimero de espagos intersticiais por grupo

A média de espaco intersticial, na contagem de elementos ndo celulares dos
cortes histologicos, nos grupos I, II, III e IV, respectivamente, foi de 3,7; 4,5; 7,5 ¢ 6,5.
(Apéndice XVII).

A andlise de variancia mostrou que ndo existe diferenca significativa entre os

grupos (p = 0,2532 —p > 0,05).

3.8.6- Anadlise da contagem do ntimero de plasmocitos por grupo

A média de plasmoécitos, na contagem celular dos cortes histologicos,

nos grupos I, II, III e IV, respectivamente, foi de 0,3; 0,1; 0,6 e 0,5. (Apéndice XVIII).

A andlise de variancia mostrou que ndo existe diferenca significativa entre os

grupos (p = 0,3426 — p> 0,05).
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3.8.7- Andlise da contagem do niimero de fibras de coldgeno por grupo

A média de fibras de colageno, na contagem dos cortes histoldgicos, nos grupos

L, IL, IIT e IV, respectivamente, foi de 0,5; 0,1; 1,3 e 2,1. (Apéndice XIX).

A andlise de variancia mostrou que ndo existe diferencga significativa entre os

grupos. (p =0,3625 — p> 0,05).

3.8.8- Analise da contagem do nimero de fibroblastos por grupo

A média de fibroblastos, na contagem dos cortes histologicos, nos grupos I, II,

IIT e IV, respectivamente, foi de 0,2; 0,2; 0,4 ¢ 0,2. (Apéndice XX).

A andlise de varidncia mostrou que nao existe diferenca significativa entre os

grupos. (p =0,9947 —p > 0,05).

3.8.9- Andlise da contagem do nimero de células gigantes tipo corpo estranho por
grupo

A média de células gigantes tipo corpo estranho, na contagem dos cortes

histoloégicos, nos grupos I, II, III e IV, respectivamente, foi de 0,0; 0,1; 0,0 e 0,1.
(Apéndice XXI).

A analise de variancia mostrou que ndo existe diferenca significativa entre os

grupos. (p =0,5831 —p > 0,05).

3.8.10- Analise da contagem do numero de fibrocitos por grupo

A média de fibrocitos, na contagem dos cortes histoldgicos, nos grupos I, II, IIT

e IV, respectivamente, foi de 0,0; 0,0; 0,0 e 0,1. (Apéndice XXII).

3.8.11- Analise da contagem do nimero de mondcitos por grupo

A média de monocito, na contagem dos cortes histologicos, nos grupos I, 11, IIT

e IV, respectivamente, foi de 0,0; 0,0; 0,0 e 0,0. (Apéndice XXIII).
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4- DISCUSSAO



4.1- Modelos experimentais

Os ratos sdo animais de laboratério apontados como adequados para a
realizacdo da esplenectomia e do autotransplante de tecido esplénico, assim como

investigacao da vascularizacao esplénica.

O baco humano, em condicdes fisiologicas mede, aproximadamente, 12 cm de
comprimento, por 8 cm de largura e 3 cm de espessura. Nas espécies animais como o rato,
0 baco € proporcionalmente maior do que o do homem e possui um formato alongado
(Petroianu, 2003).

A esplenectomia total € um procedimento de facil execucdo (Torres et al., 2000;
Petroianu, 2003). Os ligamentos esplénicos sdo frouxos e avasculares, permitindo a sua
manipulacdo durante a realizacdo da técnica cirurgica, e o padrdo vascular dos ratos ndo

difere muito do seres humanos. (Petroianu, 2003)

Torres et al. (2000) ressaltam que o aspecto histolégico do tecido esplénico do
rato é semelhante ao dos seres humanos, desta forma, permitindo pesquisas experimentais

de regeneracao esplénica e contribuicdo para o avanco cientifico.

O autotransplante de baco em ratos € uma técnica facil e rapida, permitindo que

o tecido esplénico fique vidvel ap6s uma esplenectomia total (Paredes et al., 1992).

4.2- Aspectos gerais dos autotransplantes

Para a realizacdo do autotransplante experimental de bago e assegurar a
viabilidade do enxerto, vérios fatores sdo considerados pelos pesquisadores, a saber: peso,

tamanho, formato e nimero de fragmentos.

4.2.1- Peso dos implantes

Vérios autores discutem em suas publicacbes o0s aspectos e questdes
relacionadas ao peso do fragmento transplantado. Tavassoli et al. (1973) revelaram um
estudo completo do crescimento do enxerto autdlogo de baco no tecido subcutaneo.
Destacam os resultados do grupo que recebeu fragmento com peso variando de 40 para
60 mg. Durante os dois primeiros dias de implantacdo, houve uma pequena perda de peso

dos enxertos que foi seguido, nos préximos quatro dias, por um pequeno aumento.
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Entretanto, durante a segunda semana, ocorreu uma reducdo do peso dos fragmentos em
torno de 10% do peso inicial, que estendeu-se por alguns dias. Na quarta semana, houve um
segundo ganho de peso, e no final da quinta semana, o peso dos implantes estabiliza-se
acima do peso original do tecido. A variacdo do peso dos fragmentos estd correlacionada
com a sequéncia dos eventos histoldgicos direcionados para a completa regeneragdo do
implante. Ainda, os estudos realizados por Tavassoli et al. (1973), destacam a correlacdo
entre o peso inicial do fragmento e 0 que se regenera, somente para implantes menores que

100 mg, j& que para 0s pesos superiores 0 processo de degeneracao supera a regeneracao.

Lau e Ong (1982) utilizaram ¥ do peso inicial do bacgo para a implantacdo em
diferentes sitios de enxertia e destacam os resultados do implante no epiplon, sendo que

somente no epiplon houve um crescimento consideravel ou ndo tiveram diminuigéo.

Christenson et al. (1986) realizaram implantes no epiplon com média de
214 mg de peso. Durante uma serie de 30 semanas, os implantes aumentaram gradualmente
de peso e parecem alcancar uma estabilidade, havendo um nivel muito lento de crescimento
em 24 semanas ap6s o procedimento. Nesta fase, 0 peso era aproximadamente o dobro do

peso inicial do implante (417 mg).

Rezende et al. (1990) implantaram fragmentos de baco, em diferentes sitios,
com média de 50 mg e constataram, ap6s 16 semanas, que o peso médio de todos os sitios
era sensivelmente menor que o peso inicial. A perda de peso foi menor para os fragmentos
fatiados implantados no epiplon, seguido pelo mesentério. Os fragmentos implantados no
epiplon tiveram uma reducdo, aproximadamente, 9,4% do peso inicial, enquanto que 0s

implantados na raiz do mesentério perderam, em média, 58,2% do peso inicial.

No experimento realizado por Paredes et al. (1992), o0 peso médio inicial dos
fragmentos implantados no epiplon foi de 131,25 mg. Em intervalos de trés a cinco meses e
meio, os fragmentos recuperados apresentaram média de peso de 72,52 mg, sendo que,
somente nove fragmentos dos 52 implantes recuperados, ganharam peso. Houve uma perda

de, aproximadamente, 44,75% em relacdo ao peso inicial dos fragmentos.

Marques et al. (2002) verificaram que a media de pesos das massas teciduais
implantadas no grupo | (animais jovens) foi de 0,51 g e das recuperadas foi de 0,14 g,
apos 16 semanas de enxertia no epiplon. O grupo Il (animais adultos) apresentou a média
de pesos de 0,67 g, enquanto que as massas recuperadas tiveram uma media de 0,22 g.
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O problema metodoldgico mais controverso com os autotransplantes esplénicos
é a pequena quantidade de fragmento esplénico implantado que, mesmo funcionante, ndo é
suficiente para combater infecgOes induzidas experimentalmente nos organismos animais.
Petroianu (2003) descreve que para que 0 bago possa se manter em estado de

funcionalidade, sdo necessarios pelo menos 25 a 30% de sua massa tecidual normal.

Rodrigues Jr et al. (1987) apds a intervencao cirdrgica, observaram os animais
de todos os grupos durante 40 semanas. O grupo submetido a esplenectomia parcial e
autoimplante de 50% de tecido esplénico no epiplon revelou resultados histoldgicos

satisfatorios, com arquitetura esplénica preservada.

4.2.2- Tamanho dos implantes

Petroianu (2003) descreve que ndo existe um consenso nos estudos
experimentais, quanto ao tamanho de cada sec¢do a ser implantada. Alguns autores
utilizaram tecido esplénico com espessuras de 1 mm (Lau e Ong, 1982; Rodrigues Jr et al.,
1987), de 2 mm (Gomez et al., 2000; Marques et al., 2002; Karagille et al, 2007),
de 3 a 5 mm (Paredes et al., 1992; Torres et al., 1994), de 1 cm (Souza et al., 2005),
além de fragmentos maiores (Sotelo et al., 1983).

Os resultados das pesquisas experimentais, de maneira geral, que utilizaram
implantes variando de 1mm até fragmentos maiores que 1cm de espessura apresentaram
regeneracdo do tecido esplénico. Porém, fragmentos muito espessos estariam sujeitos a um
processo de regeneracdo mais tardio, pois as areas de necroses centrais teriam que ser
totalmente acometidas para assim iniciar o processo regenerativo (Torres et al., 1994).
E importante salientar que a evolucdo do implante também recebe influéncia do local de

implantacdo e do tempo transcorrido pos-enxerto.

Marques et al. (2002) realizaram implantes de 2 mm no epiplon e avaliaram a
capacidade de fagocitose do tecido esplénico com injecdes venosas de Escherichia coli
AB 1157. Os pesquisadores observaram no estudo histolégico com coloracdo de Gram a

presenca de grumos de bactérias no citoplasma de macréfagos.
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Apesar de Christenson et al. (1986) ndo especificarem a espessura dos
fragmentos implantados junto ao epiplon, constataram que existe um aumento gradual do
tamanho dos implantes, porém ocorreram de maneira lenta até 24 semanas de enxertia e

deram maior destaque a variagdo dos pesos.

4.2.3- Formato dos implantes

O tecido esplénico pode ser implantado em forma homogeneizada (Schwartz
et al., 1977; Kovacs el al., 1981; Rezende et al., 1990) ou fragmentado (Lau e Ong, 1982,
Sotelo et al., 1983 Vega et al., 1983; Christenson et al., 1986; Rodrigues et al., 1987;
Rezende et al., 1990; Sasaki, 1990; Paredes et al., 1992; Torres et al., 1994; Torres et al.,
2000; Marques et al., 2002; Miko et al., 2003; Souza et al., 2005; Karaglle et al., 2007).

Apesar de Schwartz et al. (1977) e Kovacs et al. (1981) utilizarem o implante
na forma homogeneizada, seus estudos destacam, respectivamente, a influéncia dos sitios

de implantacgéo e a idade do animal no processo de regeneracao esplénica.

A pesquisa de Rezende et al. (1990) demonstrou que ndo existem diferencas
significativas em relacdo a funcdo de fagocitose entre o enxerto macerado e fatiado.
Entretanto, as diferengas significativas existiram quanto ao crescimento do implante e o
padrdo histologico. O tecido esplénico fatiado obteve maior sucesso de regeneracdo e as

maiores médias de peso, no epiplon.

Paredes et al. (1992) destacam que o bago quando transplantado em fragmentos
é melhor para a manutencdo da sua funcdo de filtro porque é mantida a sua arquitetura

microscopica tecidual.

4.2.4- Numero de implantes

A técnica operatoria de implantes esplénicos autdgenos em humanos foi
descrita por Petroianu (2003) utilizando-se varias fatias de baco. O autor ressalta que
devem ser implantados pelo menos 20 fragmentos para alcancar uma massa tecidual

esplénica necessaria para uma funcéo adequada.
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A maioria dos estudos experimentais consultados revela a utilizacdo de varios
fragmentos de baco na realizacdo do auto-implante (Rodrigues Jr et al., 1987; Rezende
et al., 1990; Sasaki, 1990; Paredes et al., 1992; Torres et al., 1994; Marques et al., 2002;
Souza et al., 2005; Karaglle et al., 2007).

Deve ser ressaltado o trabalho de Paredes et al (1992) que realizaram a
implantacdo de quatro fragmentos no epiplon de 26 ratos Sprague-Dawley. Transcorrido o
tempo de enxertia, 0s pesquisadores resgataram 52 implantes de um total de 104 em
25 ratos, pois em um rato ndo foi encontrado o tecido esplénico.

Souza et al. (2005) relatam que ao se realizar mdltiplos implantes,
o0 crescimento precoce de alguns fragmentos pode ser prejudicial no desenvolvimento dos
demais. Desta forma, pode-se explicar por que geralmente o nimero de fragmentos
regenerados é menor do que os inicialmente implantados.

Os estudos de Sotelo et al. (1983) utilizaram implantagdo de uma porgao central
do baco no epiplon e puderam observar macroscopicamente a presenca do enxerto de tecido
esplénico. A microscopia revelou que o enxerto de baco tem caracteristica de tecido

esplénico normal.

4.3- Aspectos histologicos

Em relacdo aos aspectos histolégicos do autotransplante esplénico,
a bibliografia consultada mostra padréo tecidual diversificado de acordo com o tempo e
local de enxertia.

Nos primeiros dois dias de implantacdao no epiplon, o fragmento passa por uma
necrose quase completa do tecido esplénico, sendo que uma pequena faixa periférica de
tecido se mantém viavel. No terceiro dia a periferia do implante é preenchida por tecido de
granulacdo e pode ser observada grande proliferacdo de células, semelhantes a fibroblastos.
Apds o quinto dia, o fragmento adota caracteristicas de polpa vermelha e pequenos
aglomerados de células linféides circulam as arteriolas. Nos dias que se seguem, a area de
necrose central diminui e é substituida por tecido esplénico (Christenson et al., 1986).

O tecido esplénico recuperado apés sete dias nas pesquisas de Torres et al.
(1994) apresenta recentes areas de necrose isquémica, por¢des do tecido com indicacGes de

atividade regenerativa, assim como foram encontradas células reticulares e grande
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quantidade de pigmentos de hemossiderina. Entre os elementos linféides, foi observado
uma primitiva polpa vermelha com células plasmaticas, macrofagos e linfécitos em
processo de formacdo. Quanto a vascularizagdo, estavam presentes alguns sinuséides bem
definidos, marcados pela congestdo com eritrocitos em seu interior. A cépsula estava
composta por tecido de granulacdo, densas fibras de coldgeno e com poucas trabéculas
penetrando a area central do tecido. Os foliculos linfoides ndo foram observados nesta fase.
Paredes et al (1992) também relatam que o tecido esplénico transplantado sofre necrose

isquémica em sua porc¢do central que se estende de forma centrifuga.

Todavia, Torres et al. (1994) ressaltam que o grupo de ratos Wistar avaliado
histologicamente, com técnica de H.E. e tricomio de Masson, apds 28 dias de enxertia no
epiplon apresentou semelhanca importante entre o tecido esplénico autotransplantado e o
normal. A polpa vermelha apresentava estrutura de tecido esplénico, trabéculas foram
observadas na maioria do tecido, além de &reas de cicatrizagdo e alguns macrofagos.
Ja a polpa branca tinha pequenos foliculos linféides, com linfocitos maduros, centros
germinativos ativos, bainhas linféides periarteriais e zonas marginais bem diferenciadas,

apesar da artéria centrofolicular ndo estar bem diferenciada.

Sotelo et al. (1983) utilizaram ratos Wistar para implantar enxerto autélogo de
baco no epiplon e constataram, transcorrido 30 dias de enxertia, presenca de centro
germinativo constituido de linfocitos maduros. Foram observados nodulos linfaticos com
presenca de uma artéria de pequeno calibre, em posicdo central, denominada artéria
folicular. Ao redor destas zonas observaram abundantes sinusoides congestos pela presenca

de hemacias e os corddes esplénicos apresentaram células reticulares e células plasmaticas.

Torres et al. (2000) em estudos com remanescentes esplénicos recuperados
30 dias apds o procedimento cirdrgico, relatam leve espessamento da sua capsula com
focos de proliferacdo fibroblastica e pouca quantidade de macréfagos. A polpa branca
estava mais desenvolvida, com aumento do tecido linfoide, enquanto que a polpa vermelha
mostrou-se menos congesta, porém ndo apresentava padrdo de desenvolvimento normal.
Os trabalhos com periodos de avaliacdo de 90 dias demonstram uma fibrose capsular no
local da incis&o, assim como depdsitos de hemossiderina na polpa vermelha (Paulo et al.
(2006).
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Histologicamente, apds 11 semanas de enxertia, as polpas branca e vermelha
estdo nitidamente separadas, em situacdo semelhante a encontrada no tecido esplénico

normal, mas com a polpa branca bem expressiva (Petroianu, 2003).

Durante o0s estudos com 26 ratos Sprague-Dawley, que receberam a
reimplantacdo de fragmentos de baco no epiplon, Paredes et al. (1992) observaram apds
trés a cinco meses e meio de enxertia, em laminas histoldgicas de 12 ratos (46,15%) 1/3 do
tecido esplénico afetado, com presenca de depdsitos de hemossiderina nas células do
sistema mononuclear fagocitario esplénico em forma de grossos granulos citoplasmaticos
corados com o azul da Prussia. Em 15 casos (57,69%) foram constatados granulomas de
corpos estranhos constituidos por células gigantes multinucleadas, além de lipogranulomas
consistentes em focos de necrose rodeados por histiécitos espumosos e células gigantes
multinucleadas em dois casos (7,69%). Casos de fibrose puderam ser observados em

13 ratos (50%) e calcificacdo em dois casos (7,69%).

O autotransplante de tecido esplénico avaliado ap6s 16 semanas demonstrou
que, quando implantados no epiplon de ratos Sprague-Dawley, presenca de foliculos
esplénicos, com sinusoides e polpa vermelha presentes e normais (Lau e Ong, 1982).
Em pesquisas com cobaias Cavea porcellus, foi observado nodulo bem encapsulado
constituido por parénquima esplénico (polpas vermelha e branca) e presenca de arteriola
folicular excéntrica (Rezende et al., 1990). E quando utilizaram ratos Wistar, as analises
histoldgicas exibiram polpas branca e vermelha com moderado desarranjo arquiteténico,
embora uma reducdo da polpa branca fosse observada, foliculos linféides estavam presentes
e 0s centros germinativos ndo foram encontrados (Marques et al., 2002).

Em estudos com 40 semanas de enxertia, Rodrigues Jr et al. (1987) observaram,
histologicamente, que os fragmentos reimplantados no epiplon apresentam arquitetura
esplénica preservada com capsula, polpa vermelha e foliculos linféides com presenca de

arteriola central.

4.4- Autotransplantes versus local de implantacao
Duas linhas de raciocinio foram adotadas nas pesquisas experimentais em
relacdo ao local de implantacdo e o autotransplante esplénico. Para averiguar a sua

capacidade de regeneracdo, 0s pesquisadores adotaram preferencialmente os sitios
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intra-abdominais (Schwartz el al., 1973; Kovacs et al., 1981; Lau e Ong, 1982; Sotelo et al.,
1983 Vega et al., 1983; Christenson et al., 1986; Rodrigues et al., 1987; Rezende et al.,
1990; Sasaki, 1990; Paredes et al., 1992; Torres et al., 1994; Torres et al., 2000; Marques
et al., 2002; Miko et al., 2003; Souza et al., 2005; Karagulle et al., 2007) e ou implantacéo
no tecido subcutaneo (Schwartz el al., 1973; Tavassoli et al., 1973; Chatterge et al., 1979;
Lau e Ong, 1982; Vega et al., 1983; Rezende et al., 1990; Souza et al., 2005).

As pesquisas com ratos esplenectomizados de Schwartz et al. (1973)
constataram que os enxertos autologos realizados no epiplon e cavidade peritoneal tiveram
valores semelhantes ao normal, quando testaram a capacidade do macerado esplénico em
produzir anticorpos contra hemacias de carneiro. Os resultados foram considerados
desfavoraveis para os enxertos localizados na tela subcutdnea, pois ndo mostraram

diferenca significativa.

Tavassoli et al (1973) descreveram uma seqiiéncia completa de regeneracéo de
enxerto autélogo de baco no tecido subcutaneo de ratos ao longo de seis meses de estudo.
Entretanto, apesar de haver regeneracdo no subcutaneo, estudos realizados por Lau e
Ong (1982) constataram que os implantes realizados nos sitios, subcuténeo e retroperiténio,
apresentaram pobre regeneracdo e a arquitetura esplénica é de dificil identificacdo
histologica e, desta forma, classificaram-nos como de pouco valor para aplicacdo prética.
Ao comparar os resultados, concluiram que o epiplon foi um local muito bom para o

desenvolvimento do enxerto pelo maior suprimento sangtiineo neste local.

Os resultados publicados por Chatterge et al (1979) mostraram que a
reconstituicdo celular dos enxertos esplénicos, na tela subcutanea e musculo reto
abdominal, apos oito semanas € observada por meio de valores de linfocitos B e T proximo
do normal, sendo que existe, preferencialmente, uma resposta aos linfécitos B. Contudo,
0s autores descreveram que tais resultados ainda ndo se encontram bem esclarecidos e,
desta maneira, devem ser realizados novos estudos antes da adocdo da técnica de

autoimplante.

Vega et al. (1983) desenvolveram estudos com ratos e avaliaram diversas
funcdes de enxertos esplénicos implantados nos diferentes sitios: cavidade peritoneal livre,

tela subcutanea, epiplon e mesentério. Em relagdo a capacidade de fagocitose de hemacias
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marcadas com TC™" os resultados foram benéficos, entretanto, quando os animais
receberam injecOes intraperitoneiais de pneumococos tipo I, as melhores respostas foram
alcancadas com o tecido esplénico implantado no epiplon, mesentério e cavidade
peritoneal. Na pesquisa da drenagem venosa realizada pelos enxertos, apds injecdo de
TC*®™ no préprio tecido esplénico, foi constatado que no subcutaneo a via sistémica foi

utilizada para drenagem, engquanto os demais sitios drenados pelo sistema porta.

Estudo comparativo de auto-implante realizado nos diferentes sitios de enxertia:
tela subcutanea, musculo reto abdominal, pré-periténio, epiplon e mesentério, revelam,
quanto ao padrao histoldgico e a capacidade de fagocitose (hemécias heterdlogas de cobaias

ngm

marcadas com T e alteradas pelo calor), maior proximidade com o tecido esplénico

normal e os sitios intra-abdominais epiplon e raiz do mesentério (Rezende et al., 1990).

Souza et al. (2005) durante pesquisas experimentais concluiram que a
regeneracdo do tecido esplénico heterotdpico € vidvel, tanto na cavidade peritoneal como
na tela subcuténea, ocorrendo de maneira equivalente, com alta taxa regenerativa, além de

aspectos histologicos semelhantes aos do ba¢o normal.

Karagllle et al. (2007) avaliaram a efetividade do autotransplante esplénico em
coelhos New Zealand e concluiram que no caso de esplenectomia é indicada a técnica de
autotransplante no epiplon, podendo ser um método seguro para restaurar suas funcgdes e a

sua viabilidade pode ser acompanhada por cintilografia e exames laboratoriais.

De maneira geral, os trabalhos que utilizaram o epiplon como sitio de escolha
para 0 autotransplante, constataram a presenca de regeneracdo e organizacdo tecidual
esplénica semelhante ao 6rgao normal (Torres et al., 1994; Sasaki, 1990; Paredes et al.,
1992; Sotelo et al., 1983; Marques et al., 2002; Torres et al., 2000).

Atualmente ja existe um consenso entre os autores de que o epiplon seria o sitio
de implantagdo ideal, seguido do mesentério e mesocdlon. Isto se deve ndo somente pela
sua extensdo e riqueza vascular, mas, principalmente, por sua drenagem venosa pertencer
ao sistema porta, desta forma mimetizando as condi¢6es normais do baco (Petroianu,
2003).
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4.5- Resultados da pesquisa versus literatura

O presente estudo mostra que apds 24 semanas de enxertia, houve uma perda de
peso dos fragmentos em relacdo ao seu peso inicial. No principio, os fragmentos
implantados nos diferentes sitios abdominais possuiam em média 385,84 mg, enquanto que
no pos-operatério os tecidos recuperados apresentaram peso médio de 235,13 mg.
De acordo com Tavassoli et al. (1973), os grandes implantes (acima de 100 mg) ndo
apresentam um aumento de peso do tecido esplénico recuperado equivalente ao observado
nos implantes menores que 100mg. Além disso, a funcéo linear entre o peso inicial e final

dos enxertos deixa de existir quando o peso ultrapassa 100 mg.

Os implantes realizados por Christenson et al (1986) no epiplon demonstraram
um ganho de peso ao longo de 24 semanas, chegando ao dobro do peso inicial (417 mg).
Os animais do grupo Il que também receberam o implante no epiplon ndo apresentaram os
mesmos resultados, ao contrario, ocorreu uma perda de peso, os fragmentos com média de
peso inicial de 314,18 mg apresentaram no pés-operatério peso médio de 205,29 mg.
Essa diferenca encontrada em relacdo ao trabalho de Christenson et al (1986) poderia ser
explicada pelos implantes espessos (14,53 mm) e, desta forma, sujeitos a um processo
regenerativo tardio (Torres et al., 1994). Segundo Tavassoli et al. (1973), as variacdes de
peso estdo correlacionadas com o0s eventos histolégicos desenvolvidos durante a
regeneragdo dos implantes.

De certa forma, parece existir uma relagéo entre os fatores peso e tamanho dos
fragmentos, sendo assim justificavel a reducdo do tamanho dos fragmentos no tempo
pos-operatorio. Christenson el al. (1986) descreveram que o tamanho e o peso dos

fragmentos acompanham um crescimento durante a avaliagdo do experimento.

A diminuicdo de peso dos fragmentos ocorreu de maneira diferente entre os
grupos 11, 111 e 1V, que receberam os implantes, respectivamente, na cavidade peritoneal,
epiplon e mesentério.

Em relacdo a porcentagem de perda do tecido esplénico, podemos destacar o0s
fragmentos do grupo 1V, implantados no mesentério, que apresentaram perda de,
aproximadamente, 50,36% do peso inicial; os maiores indices comparados ao grupo 1l
(31%) e 11l (34,66%). O presente trabalho assemelha-se ao de Rezende et al. (1990) que
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obtiveram fragmentos com perda de aproximadamente 58,2 % do peso inicial,
guando implantados na raiz do mesentério.

A porcentagem de perda de peso dos fragmentos implantados no epiplon
(34,66%) foi menor que os resultados de Paredes et al. (1992), que alcancaram perda de,
aproximadamente, 44,75% do peso inicial dos fragmentos, em intervalos de trés a
cinco meses e meio. Entretanto, ap6s 16 semanas de enxertia no epiplon, Rezende et al.
(1990) obtiveram fragmentos com uma redugéo apenas de 9,4% do peso inicial, sendo que
esta diferenca pode ser explicada devido ao tamanho do fragmento transplantado.

O grupo 11 (31%), que recebeu os fragmentos soltos aleatoriamente na cavidade
peritoneal, obtiveram perda de peso semelhante ao grupo Il (34,66%), provavelmente
porque os fragmentos foram encontrados, em 93,75% dos casos, fixados ao epiplon.

A andlise histoldgica mostrou que os melhores padrées histoldgicos ocorreram
no epiplon, com caracteristicas proximas do tecido esplénico normal, seguidos pela
cavidade peritoneal e mesentério.

Com 24 semanas de enxertia, o tecido linféide apresentava-se parcialmente
preservado, polpa branca tanto com formacdes foliculares, quanto em bainhas linféides.
Padrdo histolégico de polpa branca semelhante foram observados nos estudos de Torres
et al. (1994) com enxertos avaliados entre 21 e 28 dias ap0s a implantacdo e por Marques
et al. (2002) com 16 semanas ap6s o procedimento de autotransplante.

Marques et al. (2002) ressaltaram que a polpa branca apresentava moderado
desarranjo da arquitetura tecidual e foliculos linféides estavam presentes, enquanto que
Torres et al. (1994) descreveram que a polpa branca ndo estava bem definida na avaliacéo
dos enxertos apds 21 dias de implantacdo e a formacédo das bainhas linfoides iniciaram-se
neste periodo, mas puderam ser melhores observadas com 28 dias de enxertia.

J4 foi enfatizado previamente que os fragmentos maiores (acima de 100 mg)
e 0S mais espessos necessitam de maior tempo de regeneracdo (Tavassoli et al, 1973;
Torres et al., 1992). Além disso, 0s autores sugerem existir uma correlacdo entre o peso,
tamanho e fator regenerativo (Tavassoli et al., 1973; Christenson et al., 1986), desta forma,
seria justificavel o fato dos implantes, do presente trabalho, terem apresentado
caracteristicas histologicas de tecido esplénico implantados com espessuras de 3 a 5 mm,

recuperado entre 21 e 28 dias (Torres et al., 1994).
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Sotelo et al. (1983) utilizaram uma porcdo central do baco para o
autotransplante e transcorridos 30 dias apds o procedimento cirargico observaram a polpa
branca com formacéo nodular constituidos por linfocitos maduros e, na sua por¢éo central,
presenca de uma pequena artéria, denominada de artéria folicular. A presente pesquisa
também utilizou para a enxertia uma porcdo central do baco e as analises histologicas

revelaram padréo tecidual semelhante apds 24 semanas de implantacéo.

Ja a polpa vermelha dos implantes do grupo Ill, no presente trabalho, revelou
aspecto cordonal, apesar de hemorragica. As pesquisas de Sotelo et al. (1983) também
revelam a presenca de células em aspectos cordonais ao lado dos sinuséides congestos,
devido a grande quantidade de eritrocitos. Com 21 dias ap0s o autotrasnplante esplénico,

0s sinusoides congestos também foram observados no experimento de Torres et al. (1994).

Rodrigues Jr et al. (1987) e Rezende et al. (1990) também revelaram a presenca
de arquitetura esplénica preservada para os sitios do epiplon préximo ao normal,

respectivamente, com 40 semanas e 16 semanas ap0s a enxertia.

Nos implantes realizados no epiplon foram observados macréfagos ativados,
com citoplasma repleto de granulo de hemossiderina, além de gigantocitos. O trabalho de
Paredes el al. (1992) descreveram detalhadamente a presenca dos macrofagos e
gigantécitos. Depositos de hemossiderina, considerados leves (1/3 do tecido esplénico
afetado), foram constatados nas células do sistema fagocitario mononuclear do bago em
46,15 % dos ratos, e as células gigantes multinucleadas tipo corpo estranho em 15 casos
(57,69%). Nos grupos Il — Cavidade e IV — Mesentério também foram encontrados a
presenca de macrofagos com pigmentos de hemossiderina, porém em maior quantidade

para os fragmentos implantados no mesentério.

Os fragmentos implantados aleatoriamente na cavidade peritoneal (grupo II)
apresentaram semelhanca histolégica com o grupo que recebeu o implante no epiplon
(grupo I11), provavelmente porque os fragmentos tiveram como destino de enxertia o0
epiplon na maioria dos casos (93,75%). De acordo com a pesquisa de Souza et al. (2005),
nos casos de migracdo do implante de tecido esplénico na cavidade peritoneal, foram
observados regeneracdo dos fragmentos distante final do local de enxertia, como nas

curvaturas do estdbmago e no epiplon.
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De maneira geral, o epiplon parece ser o sitio ideal para enxertia, devido o seu
rico suprimento sanguineo e, principalmente, por sua drenagem pertencer ao sistema porta.
Além disso, Petroianu (2003) relatou que o epiplon possui uma fracdo lipidica que

estimularia a neoformacéo vascular.

Macroscopicamente foi visualizado em um caso entre os fragmentos
implantados no epiplon, a presenca de um pequeno abscesso no local do tecido esplénico.
Paredes et al. (1992) relatam, em quatro ratos, a presenca de formacdo esférica, lisa,
com contetdo interno de coloracdo branco-amarelado, inodoro, rodeado por capsula
conjuntiva; que corresponderam a fragmentos de tecido esplénico necrosados no epiplon.
Sotelo et al. (1983) também observaram dois casos de abscesso cobertos por uma grossa
capsula e no seu interior presenca de pus e detritos celulares. Do mesmo modo que ocorreu

nesta pesquisa, os autores ndo relataram ébitos entre os animais transplantados.

A anélise microscopica quantitativa revelou diferengas significativas para a
contagem de linfocitos, macrofagos ativos e células endoteliais, enquanto que para a
contagem de macrdfagos ativos fagocitando hemossiderina, plasmacitos, fibroblastos,
fibrocitos, células gigantes tipo corpo estranho, mondcitos, espacos intersticiais e fibras de
colageno os valores nao foram significativos (p>0,05). Assim, sugere-se que a analise
quantitativa deva ser correlacionada com a evolucdo tecidual nos diferentes sitios de

enxertia e, desta maneira, feita a interpretacdo das contagens.

A contagem de linfocitos e macrofagos ativos do grupo que recebeu o implante
no epiplon foi semelhante ao tecido esplénico normal, ressaltando o epiplon como sitio

ideal de implantacéo e regeneracéo esplénica.

A contagem de macrofagos ativos do grupo que recebeu o implante na cavidade
apresentou diferenca significativa em relacdo aos grupos que receberam o implante no
epiplon e mesentério. Contudo, a contagem do grupo I, 11l e IV, ndo tem diferenca com o
tecido esplénico normal. A presenca de macrofagos ativos no local do enxerto estd
relacionada, provavelmente, a fase inicial de necrose do implante fagocitando os elementos
sanguineos originados do processo hemorréagico e, desta forma, surgiriam os macréfagos
com citoplasma repleto de hemossiderina ou a fagocitose de eritrécitos provenientes da

corrente sanguinea (Marques et al., 2002).
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Em relacdo a contagem de células endoteliais, a analise estatistica revelou que o
numero de células endoteliais do tecido esplénico normal é diferente do grupo que recebeu
o implante no epiplon. Entretanto, a analise qualitativa revelou a presenca de formacgoes
vasculares nos implantes do epiplon e mostrou formacdo dos corddes esplénicos da polpa
vermelha. Tavassoli et al. (1973) reescreveram que as artérias e veias surgem durante a
terceira e quarta semana pds-implante, e ficam evidenciadas as formacdes da polpa

vermelha.

Destacamos o trabalho de Souza et al. (2005) que realizaram analises
citoldgicas, com uso de esfregacos dos enxertos regenerados e coloracdo pelo método de
Leishmann, para comparar oS grupos que receberam o implante na cavidade peritoneal e
tela subcuténea. As células reticulares mostraram-se mais numerosas no grupo que tiveram
enxertia na cavidade peritoneal, enquanto que as demais células (linféides, plasmacitos,
neutrofilos, eosindfilos e mondcitos) ndo mostraram diferenca significativa.

Os resultados da presente pesquisa mostraram que o melhor local para realizar
autotransplantes € no epiplon, uma vez que a analise histologica dos fragmentos de tecido
esplénico recuperados apds seis meses de observacdo mostram significativa semelhanca
com o tecido esplénico normal, quanto aos aspectos qualitativos e quantitativos.
Além disso, mesmo realizando autotransplantes com fragmentos de aproximadamente
15 mm e ocorrendo mais de 30% de reducdo no peso dos fragmentos recuperados, o tecido
esplénico aparentemente estava funcionante, pois foi constatado numero significativo de
macrofagos ativos, macrofagos fagocitando hemossiderina e plasmacitos. Entretanto, ndo
soubemos explicar o motivo da ocorréncia de numero menor de células endoteliais no
grupo 111 do epiplon.

Certamente que futuras pesquisas ainda sdo necessarias de serem realizadas
sobre o assunto. Até o presente momento, a revisdo de trabalhos experimentais e clinicos
demonstram que o autotransplante de tecido esplénico € totalmente viavel de ser realizado,

preservando a sua importante funcdo de defesa dos organismos.
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5- CONCLUSAO



1- A analise macroscopica revelou que ocorreu neovascularizagdo em todos os sitios de

implantacdo dos fragmentos.

2- A analise microscopica revelou que o autotransplante de tecido esplénico em ratos
Wistar nos diferentes sitios de implantacdo estudados é viavel, entretanto ocorrendo
melhor regeneracéo e aspectos histoldgicos semelhantes aos do tecido esplénico normal,

no epiplon.
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Apéndice I-
L. Certificado da Comissio de Ktica na Experimentaciio Animal

‘\5"}4 Universidade Estadual de Campinas &5 :
= 2 Instituto de Biologia Ay
a

UNIC AP

CEEA-IB-UNICAMP
S SO T TE SR

Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 745-2, sobre "DESENVOLVIMENTO
EXPERIMENTAL DE AUTOTRANSPLANTES INTRAPERITONIAIS DE BACO" sob

sanonsanilidads de Prof. Dr. Nelson Adami Andreollo / Rodolfo Malagé esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Anima! adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comis ao

de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 02 de

dezembro de 2004.

CERTIFICATE

"

We certify that the protocol n® 745-1, entitled " :

is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on December 2nd, 2004.

N

Campinas, 02 l'l" e\dezembro de 2004.
1R

/)
r‘-\&é/‘&*“ e

WS

y B T
Profa. Dra. Liana Verinaud Fatima Alons/é
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria -“CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERIND VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - 5P - BRASIL
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Apéndice I1- Peso do Baco

Tabela 1- Estatisticas descritivas da variavel peso do bago, por grupo.

Grupo N° deratos Média DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo

Cavidade 17 1127,00 124,79 880,00 1146,00  1399,00
Epiplon 18 897,50 149,51 615,00 886,00 1310,00
Mesentério 17 1180,59 190,95 875,00 1196,00  1552,00

Anova nos ranks, p-valor = 0,0001 (Epiplon # Cavidade ¢ Mesentério).

Apéndice I11- Tamanho do Baco

Tabela 2- Estatisticas descritivas da variavel tamanho do bago, por grupo.

Grupo N° de ratos Média  Desvio Padrdo Minimo Mediana Maéaximo
Cavidade 17 46,18 2,30 42,00 45,00 50,00
Epiplon 18 44,17 3,01 40,00 45,00 50,00

Mesentério 17 46,71 2,76 42,00 48,00 50,00

Anova nos ranks, p-valor = 0,0001 (Epiplon # Mesentério e Cavidade).

Apéndice V- Peso do Rato

Tabela 3- Estatistica descritiva da variavel peso do rato, por grupo e tempo.

Grupo N° deratos Tempo Meédia Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo
Cavidade 17 Pré 457,24 48,27 388,00 467,00 554,00
Pos 581,47 68,32 471,00 572,00 723,00
Epiplon 18 Pré 338,39 76,18 238,00 341,00 510,00
Pos 54428 74,94 439,00 535,00 706,00
Mesentério 17 Pre 457,35 33,77 409,00 453,00 536,00
Pos 581,12 60,09 502,00 588,00 725,00

Apéndice V- Analise de Variancia

Tabela 4- Resultados da analise de varidncia do peso do rato com um fator repetido

(Ranks).

Fonte de Variacdo p — valor Resultado da Comparacéo
Grupo 0,0006 Epiplon # (Cavidade = Mesentério)
Tempo 0,0001 Pré # Pos

Grupo*Tempo 0,0973
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Apéndice VI- Peso dos Fragmentos dos Bacos

Tabela 5- Estatisticas descritivas da variavel peso do fragmento do bago, por grupo e

tempo.
Grupo N° de Tempo Média Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo
ratos

Cavidade 16 Pré 421,06 47,58 345,00 429,00 495,00
Pos 290,50 65,86 116,00 308,00 378,00

Epiplon 17 Pré 314,18 66,26 229,00 298,00 515,00
Pos 205,29 75,30 77,00 194,00 319,00

Mesentério 17 Pré 422,29 77,67 341,00 402,00 598,00
Pos 209,59 76,32 87,00 227,00 336,00

Apéndice VII- Andlise de Variancia

Tabela 6- Resultados da analise de variancia do peso do fragmento do bago com um fator

repetido (Ranks).
Fonte de Variacéo p-valor
Grupo 0.0001
Tempo 0.0001
Grupo*Tempo 0.0003
Fixando Tempo Comparacao dos grupos
Pré Epiplon # (Cavidade = Mesentério)
Pos Cavidade # (Epiplon = Mesentério)
Fixando Grupo Comparacéao dos tempos
Cavidade pré # pos
Epiplon pré # pos
Mesentério pré # pos
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Apéndice VIII- Tamanho dos Fragmentos dos Bagos

Tabela 7- Estatisticas descritivas da variavel tamanho do fragmento do bago, por grupo e

tempo.

Grupo N° deratos Tempo Média DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo

Cavidade 16 Pré 15,19 0,66 14,00 15,00 16,00
Pos 13,63 1,71 8,00 14,00 16,00

Epiplon 17 Pré 14,53 0,94 13,00 15,00 16,00

Pos 11,65 2,45 6,00 12,00 16,00

Mesentério 17 Pré 15,41 0,80 14,00 16,00 16,00
Pos 11,94 2,22 9,00 12,00 15,00

Apéndice IX- Anélise de Variancia

Tabela 8- Resultados da analise de variancia do tamanho do fragmento do bago com um

fator repetido (Ranks).

Fonte de Variacao p — valor Resultado da Comparacéo
Grupo 0,0113 Epiplon # Cavidade
Tempo 0,0001 Pré = Pos

Grupo*Tempo 0,0657
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Apéndice X- Grupo 11
Tabela 9- Relagdo dos pesos dos ratos (g), pesos dos bagos (mg), pesos dos fragmentos de
bacos (mg), tamanho dos bagos (mm), tamanho dos e fragmentos de bacos

(mm), pré-implante e poés-implante na cavidade peritoneal.

PRE-IMPLANTE POS-IMPLANTE
N° Peso  Peso Pesodo  Tamanho Tamanho Peso Peso do Tamanho
do do do Fragmento doBago Fragmento do Fragmento Fragmento
Rato Rato Bacgo Rato

1 467 1257 426 48 16 545 309 14

2 525 1399 465 50 16 723 350 14

3 389 1013 363 45 15 530 256 14

4 481 1189 470 45 15 697 259 14

5 404 880 355 42 14 528 227 13

6 554 1120 451 49 16 579 sem baco sem baco
7 493 999 363 45 15 574 307 14

8 421 1193 458 45 15 629 225 13

9 392 976 345 45 15 502 348 14

10 469 1146 390 50 16 549 312 15

11 476 1196 495 48 16 688 116 8

12 462 1087 397 45 15 572 321 13

13 496 1193 470 46 15 586 294 15

14 388 1010 411 43 14 471 317 13

15 436 1230 459 48 16 590 378 16

16 437 1110 432 45 15 551 368 14

17 483 1161 438 46 15 571 261 14
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Apéndice XI- Grupo 111
Tabela 10- Relagao dos pesos dos ratos (g), pesos dos bagos (mg), pesos dos fragmentos de
bacos (mg), tamanho dos bacos (mm) e tamanho dos fragmentos de bacgos

(mm), pré e pés-implante no omento maior.

PRE-IMPLANTE POS-IMPLANTE
N° Peso  Peso Pesodo  Tamanho Tamanho Peso Peso do Tamanho
do do do Fragmento doBago Fragmento do Fragmento Fragmento
Rato Rato Bacgo Rato

1 270 824 266 42 14 484 97 9

2 260 951 271 45 15 498 181 11

3 238 865 262 40 13 530 151 11

4 239 884 298 42 14 500 209 12

5 350 866 305 42 14 540 134 9

6 256 615 229 42 14 505 192 11

7 295 719 271 40 13 484 194 12

8 345 799 300 46 15 544 175 13

9 350 888 363 45 15 655 77 6

10 335 957 337 45 15 586 abscesso abscesso
11 334 820 295 44 15 544 217 13

12 365 927 293 45 15 439 308 13

13 359 1102 370 47 15 523 275 14

14 337 772 276 40 13 440 317 15

15 362 973 330 45 15 563 199 12

16 389 929 310 45 15 576 148 9

17 510 954 387 50 16 706 297 12

18 497 1310 515 50 16 680 319 16
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Apéndice XII- Grupo IV
Tabela 11- Relagao dos pesos dos ratos (g), pesos dos bagos (mg), pesos dos fragmentos de
bacos (mg), tamanho dos bagos (mm) e tamanho dos fragmentos de bagos

(mm), pré e poés-implante no mesentério.

PRE-IMPLANTE POS-IMPLANTE
N° Peso  Peso Pesodo  Tamanho Tamanho Peso Peso do Tamanho
do do do Fragmento doBago Fragmento do Fragmento Fragmento
Rato Rato Bacgo Rato

1 487 1364 402 48 16 592 87 9
2 445 1420 474 49 16 502 163 10
3 479 1350 403 48 16 588 117 10
4 453 966 345 42 14 586 168 11
5 420 989 345 42 14 634 146 11
6 423 875 341 43 14 507 227 12
7 409 1140 415 49 16 533 133 9
8 429 1030 387 47 16 502 296 14
9 495 969 364 44 15 662 283 15
10 480 1399 598 50 16 607 146 9
11 455 1246 425 46 15 556 243 14
12 472 1077 386 45 15 585 256 13
13 486 1228 443 50 16 603 232 13
14 444 1060 377 45 15 588 295 15
15 443 1196 391 48 16 599 142 10
16 419 1209 488 50 16 510 336 15
17 536 1552 595 48 16 725 293 13
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Apéndice XI11- Contagem de Linfécitos

Tabela 12- Analise descritiva da contagem de linfocitos entre os grupos.

Grupo N° deratos Média DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo
Controle 8 32,8 8,2 18,7 33,5 42,7
Cavidade 8 17,1 2,2 13,7 16,8 20,7
Epiplon 8 24,3 10,3 13,3 22,5 47,3

Mesentério 8 16,8 6,8 6,7 17,3 27,3

ANOVA para medidas repetidas com transformagéo por postos, p = 0,0020
(Controle # Mesentério e Controle # Cavidade).

Apéndice XIV- Contagem de Macrdfagos Ativos

Tabela 13- Analise descritiva da contagem de macrofagos ativos entre os grupos.

Grupo N° de ratos Meédia Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo

Controle 8 5,7 2,1 2,7 6,0 8,7
Cavidade 8 3.1 1,6 1,0 3,0 6,0
Epiplon 8 6,1 2,9 0,7 6,7 10,0
Mesentério 8 7,0 3.8 3,7 5,3 12,7

ANOVA para medidas repetidas com transformagéo por postos, p = 0,0370;
(Epiplon # Cavidade e Mesentério # Cavidade).

Apéndice XV- Contagem de Macrofagos Fagocitando Hemossiderina

Tabela 14- Analise descritiva da contagem de macréfagos fagocitando hemossiderina entre

0S grupos.

Grupo N° de ratos Meédia DesvioPadrdo Minimo Mediana Maéaximo

Controle 8 10,7 2,4 2,7 9,8 14,0
Cavidade 8 9,6 3,1 1,0 9,8 14,7
Epiplon 8 15,3 4,0 0,7 15,5 21,7
Mesentério 8 11,9 6,2 3,7 11,3 22,3

ANOVA para medidas repetidas com transformacdo por postos, p = 0,0560.

Apéndice XVI- Contagem de Células Endoteliais

Tabela 15- Analise descritiva da contagem de células endoteliais entre os grupos.

Grupo N°deratos Média DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo
Controle 8 1,8 1,1 0,0 1,7 33
Cavidade 8 0,7 1,1 0,0 0,2 3,0
Epiplon 8 04 0,6 0,0 0,0 1,7

Mesentério 8 1,0 0,9 0,0 0,8 2,3

ANOVA para medidas repetidas com transformagdo por postos, p = 0,0409; (Controle # Epiplon)
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Apéndice XVI1I- Contagem de Espacos Intersticiais

Tabela 16- Analise descritiva da contagem de espagos intersticiais entre os grupos.

Grupo N° de ratos Média DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo
Controle 8 3,7 2,5 0,7 35 9,0
Cavidade 8 4,5 3,6 0,3 4,7 8,7
Epiplon 8 7,5 4,0 33 6,5 14,0

Mesentério 8 6,5 5,2 2,0 4.0 15,7
ANOVA para medidas repetidas com transformacéo por postos, p = 0,2532.

Apéndice XVIII- Contagem de Plasmaocitos

Tabela 17- Analise descritiva da contagem de plasmacitos entre os grupos.

Grupo N° deratos Meédia DesvioPadrdo Minimo Mediana Maéaximo
Controle 8 0,3 0,3 0,0 0,2 0,7
Cavidade 8 0,1 0,2 0,0 0,0 0,3
Epiplon 8 0,6 0,8 0,0 0,2 2.3

Mesentério 8 0,5 04 0,0 0,3 1,0

ANOVA para medidas repetidas com transformagao por postos, p = 0,3426.

Apéndice XIX- Contagem de Fibras de Colageno

Tabela 18- Analise descritiva da contagem de fibras de colageno entre os grupos.

Grupo N° de ratos Média Desvio Padrdao Minimo Mediana Maximo
Controle 8 0,5 1,3 0,0 0,0 3,7
Cavidade 8 0,1 0,2 0,0 0,0 0,7
Epiplon 8 1.3 1,7 0,0 0,3 43

Mesentério 8 2,1 3,8 0,0 0,0 10,7
ANOVA para medidas repetidas com transformagao por postos, p = 0,3625.

Apéndice XX- Contagem de Fibroblastos

Tabela 19- Analise descritiva da contagem de fibroblastos entre os grupos.

Grupo N° de ratos Média Desvio Padrdo Minimo Mediana Maéaximo
Controle 8 0,2 0,3 0,0 0,0 0,7
Cavidade 8 0,2 0,5 0,0 0,0 1,3
Epiplon 8 0,4 0,7 0,0 0,0 2,0

Mesentério 8 0,2 04 0,0 0,0 1,0

ANOVA para medidas repetidas com transformagao por postos, p = 0,9947.
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Apéndice XXI- Contagem de Células Gigantes Tipo Corpo Estranho

Tabela 20- Analise descritiva da contagem de células gigantes tipo corpo estranho entre os

grupos.
Grupo N°deratos Meédia DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo
Controle 8 0,0 0,1 0,0 0,0 0,3
Cavidade 8 0,1 0,2 0,0 0,0 0,3
Epiplon 8 0,0 0,1 0,0 0,0 0,3
Mesentério 8 0,1 0,2 0,0 0,0 0,3

* ANOVA para medidas repetidas com transformagao por postos, p = 0,5831.

Apéndice XXII- Contagem de Fibrocitos

Tabela 21- Analise descritiva da contagem de fibrocitos entre os grupos.

Grupo N° de ratos Média Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo
Controle 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cavidade 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Epiplon 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Mesentério 8 0,1 0,4 0,0 0,0 1,0

Apéndice XXI11- Contagem de Mondcitos

Tabela 22- Analise descritiva da contagem de mondcito entre os grupos.

Grupo N° deratos Meédia DesvioPadrdo Minimo Mediana Maximo

Controle 8 0,0 0,1 0,0 0,0 0,3

Cavidade 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Epiplon 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Mesentério 8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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