ORLANDO JORGE MARTINS TORRES

AVALIACAO HISTOLOGICA DA REGENERACAO
DE AUTOTRANSPLANTES ESPLENICOS.
ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

Tese apresentada ao Curso de Pos-Gradua-
cdao em Clinica Cirdrgica do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Parana, como requisito parcial para a
obtencao do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Malafaia

CURITIBA
1994



ORLANDO JORGE MARTINS TORRES

AVALIACAO HISTOLOGICA DA
REGENERACAO DE AUTOTRANSPLANTES
ESPLENICOS. ESTUDO EXPERIMENTAL
EM RATOS

Tese apresentada ao Curso de Pés-Graduagao em
Clinica Cinirgica do Setor de Ciéncias da Saide da
Universidade Federal do Parand, como requisito
parcial para a obtengao do grau de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Malafaia

CURITIBA
1994



Orientador: Prof. Dr. Osvaldo Malafaia

i



A Cristina, adordvel mae,
pela demonstragao de carinho
a todo instante

A Rosimarie, querida esposa, pelo apoio,
compreensao e carinho sempre presentes
nos momentos dificeis

iii



Bem-aventurado o homem que acha sabedoria,
e o homem que adquire conhecimento.

Provérbios 3:13

v



AGRADECIMENTOS

E com grande satisfagio que venho externar os meus mais sinceros e
profundos agradecimentos:

A DEUS, por tudo que me tem proporcionado.

A UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, pela oportunidade da
Pé6s-Graduagio.

A UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO, Pré-Reitoria de
Pesquisa e Pés-Graduagao, Divisdo de Capacitagio Docente, por incentivar o
crescimento do quadro de pessoal titulado.

Ao Prof. Dr. OSVALDO MALAFAIA, por acreditar em resultados, pelo
estimulo constante e eficiéncia em suas orientagdes, pela vigilancia paterna e
carinhosa, minha profunda e eterna gratidao.

Ao Prof. Dr. ULRICH ANDREAS DIETZ, pela sé6lida amizade, pela
participacao e orientagio, constante e eficiente, em todas as fases deste trabalho.

Aos Drs. GUTEMBERG FERNANDES DE ARAUJO, MANOEL
FRANCISCO DA SILVA SANTOS e ADOLFO SILVA PARAISO, a quem devo
grande parte de minha formagdao médica, que, com paciéncia, dedicacao e
responsabilidade transmitiram seus conhecimentos.

Ao Prof. Dr. JOAO CARLOS SIMOES, pela acolhida e apoio na
realizagao deste trabalho.



Aos Drs. ACIR MULINARI ¢ GIOVANNI LODDO, pela colaboragao
valiosa na realizagdao do exame anatomopatolégico e revisdao do texto histolégico.

Ao Dr. ERICKSON JOSE BLUN LIMA, pela amizade sincera e
disponibilidade constante na realizagio deste trabalho.

Aos Drs. NELSON FERNANDES SOUZA JUNIOR, GUILHERME
MUSSI ROCHA CAMPOS, PAULO AFONSO NUNES NASSIF, ANILEDA
LUCIA RIBEIRO DOS SANTOS, ROGERIO SUZUKI, ARTUR ZANELLATO
e o académico GRACILIANO FRANCA, pela amizade, incentivo e colaboragao
na realizagdo dos procedimentos cirirgicos.

Aos Profs. Drs. JULIO CEZAR UILI COELHO, SERGIO BRENNER,
JOAO BATISTA MARCHESINI, ANTONIO CARLOS LIGOCKI CAMPOS,
JULIO CESAR WIEDERKEHR ¢ CLEMENTINO ZENI NETO, da Disciplina
de Cirurgia do Aparelho Digestivo da UFPR, pelo apoio, amizade, incentivo e
sugestdes durante o desenvolvimento deste trabalho.

A Profa. ZELIA MILLEO PAVAO, pela elaboragio dos dados
estatisticos.

Ao Prof. UBIRATAN DE MATTOS, pela valiosa revisiao do texto em
lingua portuguesa.

As bibliotecirias AUREA MARIA COSTIN e VERA LUCIA BELO
CHAGAS, pela paciente colaboragao no preparo e revisao das referéncias
bibliogrificas.

vi



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS........coooiiiiiiiiiiiieiieeieeeeeeieeeeeeeeeeinns ix
LISTA DE DIAGRAMAS..........coovvvviiiiieiriiniiiiiiieeeeeeeeinnns xi
RESUMAO.........coooiiiiiiiiieeeeeee e xii
ABSTRACT ... e e e e e e e eenanenss xiii
1INTRODUGAO.............oooiiiiiiiiiiiii 2
2 REVISAO DA LITERATURA....................oooviiinnn. 6
3 MATERIAL E METODO..............cccocoeviiiiiiiiiiieeieeaennnnn. 17
3.1 MODELO ANIMAL.............cooeoiiiiiiiiiiiii 17
3.2 PROCEDIMENTO OPERATORIO.................cveeennnnnn.... 18
3.3 OBSERVACAO POS-OPERATORIA E SACRIFICIO DOS
ANIMAIS. ..ottt een, 20
3.4 ESTUDO HISTOLOGICO..........coueeeeeiiiiiieeeeeiiieaeeeannn, 22
3.5 AVALIACAO ESTATISTICA...........ooveeeiiiiiiiieeie e 22

vii



4 RESULTADOS. ...t

4.1 HISTOLOGIA DO TECIDO ESPLENICO NORMAL..........

4.2 HISTOLOGIA DO AUTOTRANSPLANTE....................0l

4.2.1 DO GRUPO A(7 DIAS)......ccovviiiiiiiiiiiiincnea

4.2.2 DO GRUPO B(14 DIAS).......cccoviiiiiiiiiniiiiiii

4.2.3 DO GRUPO C(21 DIAS).....ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiie

4.2.4 DO GRUPO D(28 DIAS).....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieena,

4.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS........covvveeeenennn..

SDISCUSSAOD. ... et

5.1 ESCOLHA DO ANIMAL.........ciiiiiiiiiiiiiiiiiiic

5.2 TECNICA OPERATORIA.......cooivieiieeeee e

5.3 CARACTERISTICAS DOS AUTOTRANSPLANTES..........

5.4 OBSERVACAO CLINICA.......oviiniieieiieeeeeeeeeeeeea,

5.5 FATOR DE REGENERACAO DO BACO........c.vvneennn....

6 CONCLUSOES . ......ooiiiiee e et

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.................ocvvvnnnnnn...

........................................................................

viii

24

24

26

26

28

30

31

33

40

40

4]

42

43

45

47

49

56



LISTA DE FIGURAS

1 Exposi¢ao do bago e pingamento do pediculo esplénico............

2 Seccdo transversal do bago produzindo dois pedagos em sua

POrGa0 MEAIA. ... ..ot

3 Tecido esplénico autotransplantado na bolsa de omento............

4 Tecido esplénico autotransplantado sendo recuperado da

cavidade peritoneal..............ccoooiiiiiiiiii

5 Tecido esplénico autotransplantado recuperado,envolvido por

10 11 1] 110 JA

6 Fotomicrografia do tecido esplénico normal

(H.E., aumento 40X).........oovviiiiiiriiiiieeeiieieiinnnns

7 Fotomicrografia do tecido esplénico normal

(H.E., aumento 40X)........coviiniiiiiiiiiiiii e iieiieienanns

8 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado

ap6s 7 dias (H.E., aumento 40xX)..............cccoeiiiiinannenn.

9 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado

apés 7 dias (Tricromico de MASSON, aumento 40x).......

10 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado

apés 14 dias (H.E., aumento 40x).............coooiiiiiiiaen.

1X

18

19

20

21

21

25

26

27

28



11 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
ap6s 14 dias (Tricromico de MASSON, aumento 100x)....

12 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
ap6s 21 dias (H.E., aumento 100x)............cccocveeininn...

13 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
ap6s 21 dias (Tricromico de MASSON, aumento 40x)......

14 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
apos 28 dias (H.E., aumento 100x)...................ooiienint.

15 Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
ap6s 28 dias (Tricromico de MASSON, aumento 40x)......

29

30

31

32



LISTA DE DIAGRAMAS

1 Desenvolvimento histolgico da polpa vermelha esplénica em
relagdo ao tempo de observacdo em dias.......................

2 Desenvolvimento histolégico da polpa branca esplénica em
relagdo ao tempo de observagdo em dias........................

3 Desenvolvimento histolégico dos foliculos linféides e sinuséides
em relagdo ao tempo de observagao em dias...................

4 Desenvolvimento histolégico da estrutura tecidual esplénica em
relacdo ao tempo de observacdao em dias.......................

5 Desenvolvimento histolégico da cdpsula esplénica em relagao ao
tempo de observagio em dias............oceieiiiiiiiiiiiiiinnn..

6 Desenvolvimento histolégico do centro germinativo e da zona
marginal em relacido ao tempo de observacao em dias.......

7 Desenvolvimento histolégico da vascularizagao em relagao ao
tempo de observagdo em dias.............cooeeiiiiiiiiiiin.

8 Recuperacao histoldgica do tecido esplénico a necrose em relagao
ao tempo de observagao em dias............c.ceeeiiiiiiian.,

9 Recuperagao histoldgica do tecido esplénico a esclerose em
relagao ao tempo de observagdo em dias.......................

X1

33

34

34

35

35

36

36

37

38



RESUMO

O presente estudo objetiva analisar a regeneragdo histolégica do tecido
esplénico autotransplantado em uma bolsa criada a partir do omento gastrocélico
em ratos. Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar, adultos, machos,
pesando entre 160 e 210 g. O procedimento constou de duas etapas: inicialmente
realizou-se a esplenectomia total, seccionou-se transversalmente o bago em 4
pedacos; em segundo lugar realizou-se o autotransplante de duas fatias retiradas
da porgao média do bago com 3-5 mm de espessura em uma bolsa de omento.
Os animais foram, a partir deste procedimento comum, divididos em 4 grupos,
contendo 12 animais cada grupo, e avaliados ap6s 7, 14, 21 e 28 dias. Os tecidos
esplénicos autotransplantados foram recuperados apds este periodo e
encaminhados 2 andlise histolégica. Os fragmentos esplénicos retirados no 7° dia
demonstraram uma necrose tecidual envolvendo os 2/3 centrais com inicio de
regeneracao no 1/3 periférico e com presenga de macréfagos. Ao 14° dia, a
avaliagao histolégica mostrava necrose no 1/3 central do tecido esplénico
autotransplantado, com desenvolvimento inicial da polpa vermelha, sinuséides,
cdpsula e trabéculas. O tecido esplénico autotransplantado recuperado no 21° dia
apresentou-se bem desenvolvido & andlise microscépica, com suprimento vascular
evidente, polpa vermelha definida e foliculos linféides presentes. A andlise
histolégica no 28° dia, o tecido esplénico autotransplantado apresentou-se com
uma regeneragao completa, podendo ser comparado ao bago normal. O presente
estudo demonstra que fragmentos de bago autotransplantados em uma bolsa de
omento, em ratos, regeneram-se completamente em um periodo de 28 dias.
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ABSTRACT

The aim of this study is to analyze the histological regeneration
of splenic tissue autotransplanted in a pouch created by gastrocolic omentum in
rats. Forty-eight Wistar rats were used, adult, male,weighing 160 to 210 g. The
surgical procedure consisted of two stages: at first a total splenectomy was made,
transverse section of the spleen in four slices and finally was made the
autotransplantation of two slices harvested from the waist of the spleen with 3-5
mm thick in the omental pouch. The animals were then, after this common
procedure divided into 4 groups of 12 animals each and evaluated after 7, 14, 21,
and 28 days. The autotransplanted splenic tissue were withdrawn after this period
of time and submitted to histological examination. The splenics fragments
recovered on the 7th day revealed a tissue necrosis in the central two thirds with
initial regeneration in the one third outer with macrophages. On the 14th day, the
histological examination revealed necrosis in the central one third of the
autotransplanted splenic tissue with initial development of the red pulp, sinuses,
capsule and trabeculae. The autotransplanted splenic tissue recovered on the 21st
day were well developed at microscope examination with evident vascular supply,
defined red pulp with the presence of lymphoid follicles. The histological
examination on the 28th day, the autotransplanted splenic tissue revealed
complete regeneration compared to normal spleen. The present study showed that
splenic fragments autotransplanted in a omental pouch in rats regenerate
completely in a period of 28 days.
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1 Introducao



1 INTRODUCAO

A importancia do bago no sistema imunolégico € objeto de vdrios
estudos experimentais e clinicos, por ser ele um dos principais 6rgaos envolvidos
na defesa contra microorganismos. Por sua rede de capilares e foliculos linféides
circulam diferentes células do sistema imune. O bago foi considerado, durante
muito tempo, um dérgio misterioso e sem fungdao. A sua remogao cirdrgica, em
conseqiiéncia de trauma ou outras doengas, sugeria ndo acarretar danos mais
sérios para o paciente.

Em 1919, os trabalhos d¢ MORRIS ¢ BULLOCK demonstraram
que o corpo humano destituido de bago apresentava uma susceptibilidade
aumentada 2 infecgdo. Mesmo assim, a esplenectomia continuou sendo
amplamente utilizada como tratamento de escolha para trauma e distirbios
hematolégicos. Em 1952, KING e SHUMACKER demonstraram uma associag¢ao
de meningite infecciosa grave com esplenectomia em criangas, sugerindo uma
reavaliagio das indicagdes para esplenectomia, particularmente nas rupturas
traumdticas (SHANDLING, 1976; WITTE, ESSER e RAPPAPORT, 1992).
Desde entio, o risco de infeccdo fulminante pés-esplenectomia tem sido
reconhecido, ocorrendo tanto em criangas quanto em adultos, principalmente nos
dois primeiros anos apds a cirurgia (BALFANZ, NESBIT, JARVIS e KRIVIT,
1976; GREEN, SHACKFORD, SISE e FRIDLUND, 1986).
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A incidéncia de infecgdes graves em pacientes esplenectomizados
por trauma (0,5 - 1%) € 58 vezes maior do que na populagdo normal e apresenta
um indice de mortalidade de 50 a 80% (KRIVIT, 1977; SCHWARTZ,
STERIOFF, MUCHA, MELTON e OFFORD, 1982). Observa-se nestes
pacientes o comprometimento da fungao fagocitdria, depressio dos niveis séricos
de imunoglobulina do tipo IgM, properdina e linfécitos T, bem como alteragoes
na atividade do complemento e deficiéncia de tuftsina (TIMENS e LEEMANS,
1992). O microorganismo mais freqiientemente isolado nestes processos
infecciosos € o Streptococcus pneumoniae, porém, outros organismos
encapsulados como Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis e Escherichia
coli também sao descritos (KRIVIT, GIEBINK e LEONARD, 1979). A partir
destas observagdes, tentativas de preservagao esplénica e de sua fungdo se
tornaram importantes e passaram a ser realizadas sempre que possivel
(MORGENSTERN, 1977; MILLIKAN, MOORE, MOORE e STEVENS, 1982).

Um grande nimero de alternativas, principalmente em pacientes
politraumatizados, foram propostas para prevenir as complicagdes relacionadas
a auséncia do bago, tais como o tratamento conservador (EIN, SHANDLING,
SIMPSON e STEPHENS, 1978), sutura do bago lacerado (BUNTAIN e LYNN,
1979), aplicacao de agentes hemostdticos (MORGENSTERN, 1974), ligadura da
artéria esplénica (KERAMIDAS, 1979) e esplenectomias parciais (CAMPOS
CHRISTO, 1962). Entretanto, em aproximadamente 10% dos pacientes, a
esplenectomia total € inevitdvel. Nesses casos, além da utilizagdao de vacinas e
antibiéticos com finalidade profildtica (KRIVIT, 1977), o autotransplante de
tecido esplénico é uma opgao vidvel no sentido de preservar a sua fungao
imunolégica, contribuindo para a resisténcia ao hospedeiro contra infecgoes
(GALVAO e AZEVEDO, 1980; PATEL, WILLIAMS, SHMIGEL e
HINSHAW, 1981; NIELSEN, SAKSO, SORENSEN ¢ HANSEN, 1984). Alguns
trabalhos experimentais descritos na literatura demonstram que fragmentos
esplénicos autotransplantados possuem a capacidade de se regenerar, sem a
necessidade de realizacdo de anastomose vascular, apés um periodo inicial de
necrose (PERLA, 1936). Encontram-se na literatura diferentes métodos para o
preparo de fragmentos de bago a serem autotransplantados, bem como regides
topogrédficas variadas para o autotransplante, porém o autotransplante de
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aproximadamente 30% do peso do bago original em uma bolsa de omento tem
resultado em regeneracéo satisfatéria, viabilidade tecidual e uma agdo funcional
protetora contra infecgdes, tanto em nivel experimental quanto clinico (VEGA,
HOWELL, KRASNA, CAMPOS, HEYMAN, ZIEGLER e KOOP, 1981,
PABST ¢ KAMRAN, 1986; MIZRAHI, BICKEL, HAJ, LUNSKI e
SHTAMLER, 1989; SHOKOUH-AMIRI, BAYAT, RAHIMI-SABER, JENSEN
e KERNDRUP, 1992).

O tecido esplénico autotransplantado passa por diferentes fases de
evolugdo até atingir novamente as caracteristicas do bago normal. O presente
estudo tem por objetivo verificar o desenvolvimento do tecido esplénico
autotransplantado em uma bolsa criada a partir do omento de ratos, definir as
fases de regeneragdo deste tecido apés 7, 14, 21 e 28 dias de autotransplante e
comparar as caracteristicas histoldgicas destas fases com as do tecido esplénico
normal.



2 Revisao da Literatura



2 REVISAO DA LITERATURA

O estudo do autotransplante esplénico apresenta diferentes linhas de
pesquisa desenvolvidas em nivel experimental com o objetivo de determinar e
caracterizar o desenvolvimento do tecido esplénico, o melhor local para o
autotransplante, a quantidade de tecido esplénico que apresenta melhor capacidade
de regeneragdo, o tempo necessdrio para que este tecido adquira semelhangas ao
bago normal bem como a resposta a agentes infecciosos.

MARINE ¢ MANLEY (1920) foram os primeiros a realizar
autotransplante de tecido esplénico, onde procuraram avaliar o crescimento,
permanéncia do tecido , efeito da idade e da remogio parcial e total do bago e
o transplante de fragmentos esplénicos para um local completamente separado do
campo neurovascular do 6rgao. Utilizaram 15 coelhos e fragmentos de bago de
aproximadamente 2 por 2 mm de espessura, que eram autotransplantados no
tecido subcutineo do abdome sob condigdes de antissepsia em uma incisiao de 2
cm a cada lado da cicatriz umbilical. Os resultados mostraram que o crescimento
dos transplantes era maior e mais rdpido nos coelhos jovens e menor crescimento
era observado nos animais mais velhos,sugerindo que o crescimento do enxerto
¢é uma parte do crescimento normal do animal e cessa quando o desenvolvimento
fisico estd completo. Os autores observaram também que o desenvolvimento dos
transplantes foi muito maior na auséncia do bago original, sugerindo que haja um
fator estimulador de crescimento ou hipertrofia e hiperplasia compensatéria.
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Histologicamente, foram observadas todas as caracteristicas do tecido normal. Os
autores concluiram que o tecido esplénico era capaz de se regenerar, apresentava
melhor desenvolvimento em animais jovens com as caracteristicas do tecido
normal e capacidade de responder a processos infecciosos.

CAMERON e RHEE (1959), em estudo experimental, procuraram
observar a hipertrofia compensatéria do bago. Utilizando ratos Wistar com peso
aproximado de 200 g, realizaram esplenectomia total e subtotal com
autotransplante de fragmentos esplénicos de 3-5 mm de espessura, que eram
reavaliados apés 7, 14, 21 e 28 dias, procurando notar alteragdes graduais. As
observagdes desses autores mostraram um desenvolvimento do tecido esplénico
autotransplantado com maior intensidade em ratos que foram esplenectomizados.
Demostraram também que a maior parte tecido esplénico era substituida dentro
de um més, com caracteristicas histoldgicas semelhantes as do tecido original.
Observaram, igualmente, hipertrofia compensatéria apés esplenectomia subtotal.
Os autores concluiram que o bago podia ser retirado total, parcialmente ou ser
subdividido e, mesmo assim, existia uma regeneragao que se assemelhava a
miniaturas esplénicas.

TAVASSOLI, RATZAN e CROSBY (1973) realizaram estudo
experimental para avaliar o desenvolvimento do tecido esplénico
autotransplantado no tecido subcutineo de ratos. Utilizando 500 ratos Wistar, a
esplenectomia era realizada e fragmentos esplénicos de tamanhos diferentes eram
autotransplantados no tecido subcutaneo, do abdome, sendo, entdao, removidos a
intervalos variados e analisados macro e microscopicamente. Os resultados
mostraram que houve uma correlagdo entre tecido esplénico autotransplantado e
recuperado. Nos primeiros 2 dias houve uma diminui¢do do peso do tecido
autotransplantado com aumento nos 4 dias subseqiientes. Na segunda semana, o
peso diminufa para 10% do peso original com um segundo ganho de peso na 4?2
semana, estabilizando-se acima do peso inicial no final da 5% semana.
Histologicamente, ndao havia circulagdo sanguinea através do tecido nos 2
primeiros dias, polpa vermelha com pequena quantidade de células, seios
esplénicos livres de elementos celulares, polpa branca mais proeminente. Nos

dias 4 e 5, a necrose era observada em todo o autotransplante com excegio da
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zona periférica, que permanecia vidvel. Ao final da 1? semana havia uma perda
das caracteristicas normais dos linfécitos e da polpa branca. Durante a 22 e 32
semanas, as células do tecido conjuntivo se diferenciavam dentro das células
reticulares esplénicas, observando-se também corddes vasculares e capilares. Na
4* semana, surgiam as veias e o quadro definitivo da polpa vermelha esplénica
era evidente, o que acontecia com a polpa branca somente na 5 semana. A
regeneracao tecidual se estendia em sentido centripeto e gradualmente substituia
a zona central necrética. Os autores concluiram que, no final da 5* semana, o
tecido esplénico autotransplantado podia apresentar-se com as caracteristicas do
tecido esplénico normal.

TAVASSOLI (1975) realizou estudo experimental para avaliar a
limitagao da regeneragao do tecido esplénico autotransplantado. O autor utilizou
ratos Fisher, que foram submetidos a esplenectomia, o tecido esplénico pesado
e o autotransplante era realizado usando o bago intacto ou pedagos de tecido
esplénico com peso variando de 40 a 60 mg. Apds 6 semanas, o tecido era
recuperado, pesado novamente e levado para exame histolégico. Os resultados
mostraram que o peso do tecido esplénico recuperado era proporcional ao do
bago normal de cada animal e nao ao do tecido esplénico autotransplantado. A
maioria dos animais que receberam mais de 10 pedagos de tecido esplénico
morreram entre 0 3° ¢ 0 6° dia apés a cirurgia. Histologicamente, foi observada
necrose central e cdpsula periférica de tecido de granulagio. Os dados
apresentados indicaram que a massa esplénica total em qualquer animal nao
aumentava além de certos limites, sugerindo que alguns fatores controlam este
crescimento, que ¢ aproximadamente o peso do bago do préprio animal e deve
ser levado em consideragdo quando autotransplantes esplénicos ectépicos sdo
usados como modelo experimental. Neste estudo, o autor mostrou que 3
componentes deviam ser considerados: o estimulo proliferativo, influéncia
inibitdria supressora da proliferagao e reatividade de células-alvo para tais fatores
inibitérios e estimulatérios. O autor concluiu que a regeneragao esplénica era
capaz de elaborar substancias inibitérias ao desenvolvimento de autotransplantes
subseqiientes.
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COONEY, SWANSON, DEARTH, DEWANIJEE ¢ TELANDER
(1979) avaliaram o efeito protetor do autotransplante esplénico em ratos. Os
animais foram divididos em grupos: controle, esplenectomia total com
autotransplante do tecido esplénico no retroperitonio e esplenectomia total apds
ligadura do pediculo esplénico. Apés S semanas da cirurgia, os animais foram
submetidos a processo infeccioso por injegdo endovenosa de Streptococcus
pneumoniae tipo 1. Os resultados, apds 24 horas, mostraram 100% de
sobrevivéncia nos animais do grupo-controle; 4% nos animais esplenectomizados
e 41% de sobrevivéncia nos animais submetidos a autotransplante esplénico. Os
autores analisaram também o clareamento sanguineo e o estudo histolégico e
concluiram que o autotransplante esplénico parecia exercer um efeito protetor
inicial contra infec¢io pneumocdcica, resultando em aumento do tempo de
sobrevivéncia quando comparado com ratos esplenectomizados.

KOVACS, CARIDE e TOULOUKIAN (1981), em trabalho
experimental, analisaram a regeneracgao de autotransplantes esplénicos em animais
jovens e adultos. Utilizaram ratos Sprague-Dawley jovens (21 dias - peso 60 a
80 g) e adultos (2 meses - peso 325-350 g), cada um deles com seu grupo-
controle e grupo-autotransplante. Quatro meses apds, os animais foram
submetidos a infusdo de tecnécio 99, sacrificados uma hora depois com éter e
avaliados por cintigrafia. O resultado do estudo de imagem foi positivo em todos
os ratos jovens normais, com o bago claramente visualizado e na metade dos
ratos adultos normais. O tecido esplénico foi visualizado em mais da metade dos
ratos jovens autotransplantados, enquanto nao foi observado em nenhum dos ratos
adultos esplenectomizados. Todos os animais jovens autotransplantados tiveram
o tecido esplénico recuperado, enquanto somente a metade dos ratos adultos
autotransplantados tinham tecido esplénico visivel. Os autores com seus
resultados mostraram que ratos adultos apresentavam capacidade de regeneragao
do tecido esplénico limitada, quando comparados com ratos jovens, que exibiam
100% de regeneragao. Isto sugere que a revascularizacao e sobrevivéncia do
tecido esplénico autotransplantado € mais bem-sucedida em hospedeiros em fase
de crescimento que em adultos.

PATEL, WILLIAMS, NAIM e HINSHAW (1982) desenvolveram
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estudo experimental para avaliar a eficdcia do autotransplante esplénico na
sobrevivéncia de ratos submetidos a peritonite pneumocécica. Utilizaram ratos
Sprague-Dawley divididos em grupos assim denominados: controle,
esplenectomia total e esplenectomia com autotransplante de duas fatias de bago
de 3 mm de espessura dentro de uma bolsa de omento. Apés 16 semanas do
procedimento operatério, uma peritonite foi estabelecida através da inoculagao,
em cada animal, de Streptococcus pneumoniae tipo 25, na dose de 2 x 10’
colonias diluidas em 2 ml de solugdo de cloreto de sédio a 0,9%, diretamente na
cavidade peritoneal. Os resultados, apés 14 dias, mostraram um indice de
sobrevivéncia de 100% para os animais do grupo-controle, 89% para os
autotransplantados € 56% de sobrevivéncia para os ratos esplenectomizados.
Histologicamente, o autotransplante dos ratos sobreviventes, ap6s 5 semanas,
apresentava tecido esplénico indistinguivel do tecido normal, exceto pela auséncia
da veia central. Os autores concluiram que o autotransplante dentro da bolsa de
omento apresentava um efeito protetor que podia estar relacionado com a
circulacao portal.

LIVINGSTON, LEVINE e SIRINEK (1983) desenvolveram
trabalho experimental para avaliar a capacidade do tecido esplénico em proteger
os animais contra infec¢ao pulmonar quando autotransplantado em regiio
extraperitoneal. Neste estudo, os autores utilizaram ratos Sprague-Dawley, que
foram divididos em grupos assim denominados: controle, esplenectomia total,
autotransplante intraperitoneal e autotransplante esplénico subcutineo. Trés meses
apds a cirurgia os ratos foram submetidos a infecgdo respiratéria, utilizando-se
Streptococcus pneumoniae por via transtraqueal e observados por um periodo de
10 semanas. Os resultados mostraram uma mortalidade de 45% nos animais
esplenectomizados, 33% nos autotransplantados no tecido subcutineo, 22% nos
autotransplantados na cavidade peritoneal e 20% no grupo-controle.
Histologicamente, os autotransplantes permaneciam vidveis e se assemelhavam
ao tecido esplénico normal. Os autores observaram que a drenagem portal do
autotransplante esplénico intraperitoneal podia ter sido importante por exercer um
efeito protetor adequado e que a incapacidade do autotransplante esplénico no
tecido subcutineo em proteger contra infecgdo pulmonar pés-esplenectomia
sugeria que o tecido subcutineo € uma alternativa inadequada para
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autotransplante.

MALANGONI, DAWES, DROEGE, RAO, COLLIER e
ALMAGRO (1985), com a finalidade de avaliar a fungao fagocitica do baco apds
esplenectomia parcial e autotransplante esplénico, realizaram estudo, utilizando
ratos Sprague-Dawley, que foram divididos em grupos de esplenectomia total,
hemiesplenectomia, esplenectomia subtotal e esplenectomia total com
autotransplante. Apés 9 semanas, os animais foram sacrificados e o tecido
esplénico foi recuperado, junto com amostras de sangue, tecido pulmonar, renal
e hepdtico para andlise. Os resultados mostraram que a esplenectomia resultava
em pequeno aumento compensatdrio nas medidas de atividade reticulo-endotelial
hepédtica com pouca mudanga na atividade pulmonar. A atividade fagocitica do
bago diminuia em proporgao direta ao peso do bago apés ressecgio, indicando
que parte da fungdo fagocitica esplénica podia ser verificada pela variagao do
peso do bago. Estes resultados demonstram que o peso do bago € criticamente
importante na fungdo do sistema reticuloendotelial e que o autotransplante
regenerado de bago tem uma atividade fagocitica reduzida quando comparado
com esplenectomias parciais em que o suprimento sanguineo permanece intacto.

PATEL, WILLIAMS, NAIM e HINSHAW (1986) realizaram
estudo experimental em coelhos para determinar a resposta a infecgao
pneumocdcica por autotransplante de tecido esplénico, utilizando locais € métodos
diferentes. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle,
esplenectomia total, autotransplante de fatias de tecido esplénico na bolsa de
omento, autotransplante de fragmentos de tecido esplénico sobre o omento,
fragmentos esplénicos deixados na cavidade peritoneal e autotransplante de fatias
de tecido esplénico no tecido subcutineo. Apds 16 semanas da cirurgia, os
animais foram submetidos a infecg@o por injec@o intravenosa de Streprocuccus
pneumoniae tipo 25, na dose de 1,3 x 107 coldnias e amostras de sangue foram
retiradas 10 e 30 minutos, 1, 2 e 3 horas apds a infecgao e encaminhadas para
exame. A seguir, os animais foram sacrificados, o tecido esplénico recuperado
e submetido a andlise histolégica. Os resultados mostraram que nao houve
clareamento de bactérias nos grupos esplenectomizado e com autotransplante no
tecido subcutaneo. Histologicamente, observaram-se melhor a regeneragao
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quando fatias de tecido esplénico foram autotransplantadas na bolsa de omento.
Com estes resultados, os autores concluiram que finas fatias de tecido esplénico
preservavam melhor a estrutura tecidual quando autotransplantado e que esta
regeneragdo era mais completa quando realizada na bolsa de omento. O
autotransplante no tecido subcutineo apresenta pouca possibilidade de se
regenerar e funcionar por nao apresentar comunicagao com a circulagdo portal.

RODRIGUES Jr, RODRIGUES, YAMAMURO, KOMO,
BIROLINI e OLIVEIRA (1987) realizaram estudo experimental para avaliar o
desenvolvimento de autotransplantes esplénicos em animais submetidos a
esplenectomia total e hemiesplenectomia. Utilizaram ratos Wistar, assim divididos
em grupos: controle, esplenectomia total com autotransplante de 50% de tecido
esplénico e esplenectomia parcial de 50%, com autotransplante dos 50 % restantes
na cavidade peritoneal. Quarenta semanas apds, os animais foram sacrificados e
realizou-se o inventdrio da cavidade procurando observar macroscopicamente o
desenvolvimento do autotransplante. Este nao apresentou diferengas nos grupos
com e sem tecido esplénico tépico. Histologicamente, os fragmentos esplénicos
autotransplantados nos grupos de esplenectomia total e esplenectomia a 50% eram
semelhantes entre si, com estrutura tecidual esplénica preservada, cdpsula, polpa
vermelha e foliculos linféides. Os autores observaram, que do ponto de vista
macroscépico ¢ histolégico, nao houve diferenga entre os fragmentos esplénicos
autotransplantados em animais submetidos a esplenectomia total ou com
remanescente esplénico em torno de 50% do 6rgao, parecendo niao haver
influéncia do tecido esplénico tépico sobre o desenvolvimento de autotransplantes
no que se refere a aspectos macroscépicos e histolégicos.

SHOKOUH-AMIRI, KHARAZMI, RAHIMI-SABER, HANSEN
e JENSEN (1990) avaliaram o papel da esplenectomia com autotransplante em
relacdo a fungdo fagocitica no sangue periférico. Utilizaram ratos Wistar dos
quais amostras de sangue eram retiradas antes do procedimento cinirgico. Este
consistiu de esplenectomia total e autotransplante na bolsa de omento, que variou
de 10 a 90% do tecido original. Estes animais foram observados por 3 meses,
quando, entdo, amostra de sangue era retirada por pungdo da veia cava inferior
para contagem global e especifica de leucécitos. Os resultados mostraram que o
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nimero total de leucécitos bem como a contagem diferencial nos grupos foram
similares. O retorno a fungédo fagocitica apds 3 meses de autotransplante estava
alterado nos animais submetidos a esplenectomia total e era similar na maioria
dos grupos com autotransplante. Os autores concluiram que a esplenectomia total
reduzia a atividade fagocitica e o autotransplante, apds esplenectomia total, fazia
esta fung@o retornar a niveis normais.

RODRIGUES, NIGRO, PAIVA, SEMENTILLI ¢ TAVARES
(1991) realizaram estudo experimental para verificar o local em que ocorre
melhor integracao do transplante esplénico. Utilizaram ratas Wistar, divididas em
grupos com autotransplantes no omento maior e no tecido subcutaneo da parede
anterior do abdome, sendo sacrificadas apés 7, 14 e 21 dias do periodo
pés-operatério, com o material levado para exame macro e microscépico. Nao
houve diferenca significativa entre a variagio do peso dos animais e os
fragmentos esplénicos. Histologicamente, houve um maior nimero de camadas
de vasos neoformados e elementos da camada subcapsular no omento maior e
uma maior fra¢do de necrose e fibrose do parénquima do transplante no tecido
subcutaneo. Os autores observaram que houve uma integragdo parcial e moderada
dos fragmentos autotransplantados no omento maior e no tecido subcutineo de
ratas até o 21° dia pés-operatério e que, embora nao houvesse diferenga
significativa entre a integracdao dos fragmentos autotransplantados, houve uma
tendéncia a melhor integracao desses fragmentos no omento maior, no periodo
estudado.

CLAYER, DREW, LEONG e JAMIESON (1992), em estudo
experimental, analisaram o suprimento vascular dos autotransplantes esplénicos,
comparando com a circulagdo esplénica normal. Utilizaram ratos Porton, que
foram assim divididos em grupos: controle niao-operados e esplenectomia com
autotransplante de 225 mg de tecido esplénico, que era suturado no mesentério
ifleocdlico. Ap6s seis meses, o material era preparado e examinado através de
microscopia eletronica. As observagdes demonstraram desenvolvimento vascular
diferente do tecido esplénico original, apresentando reagao inflamatéria onde os
capilares cresciam e revascularizavam a zona central necrética.
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IINUMA, OKINAGA, SATO, TOMIOKA e MATSUMOTO
(1992), desenvolveram estudo experimental em ratos Sprague-Dawley, para
determinar o melhor local e a quantidade ideal de tecido esplénico capaz de
prevenir infecgdes graves pds-esplenectomia. Para determinar o local adequado
de autotransplante, os animais foram assim divididos em grupos: controle,
esplenectomia total, autotransplante na bolsa de omento, autotransplante
intraperitoneal e autotransplante intramuscular. A quantidade de tecido a ser
autotransplantado foi dividida em grupos controle e esplenectomia com
autotransplante de 25, 50, 100, 200 e 300 mg de tecido esplénico normal. Apds
16 semanas do procedimento operatdrio, os animais foram submetidos a infecgao
por inje¢do endovenosa de Streptococcus pneumoniae tipo 6, isolado de paciente
com septicemia pneumocdcica. Posteriormente, o tecido recuperado foi também
levado para exame histolégico apds coloragdo com hematoxilina-eosina. Os
resultados mostraram que o local mais efetivo para autotransplante era a bolsa de
omento e pelo menos 50% do tecido esplénico original era necessdrio para
protecdo contra infecgdo pneumocdcica severa em ratos.

WILLFUHR, WESTERMANN e PABST (1992) desenvolveram
estudo para avaliar a protecdo contra infecgdes graves em autotransplante
esplénico em animais jovens e adultos. Utilizaram ratos Lewis, divididos em
grupos com idades de 2 dias, 3 semanas e 24 semanas, que foram subdivididos
em grupos controle e esplenectomia com e sem autotransplante esplénico. Duas
semanas antes de produzir a infec¢ao, amostras de sangue foram retiradas para
determinagao dos linfécitos B, T, CD4* e CD8*. O processo infeccioso foi
desenvolvido com Streptococcus pneumoniae tipo IlIlI, injetado no aparelho
respiratério por via nasal. Os animais foram observados e amostras de sangue
foram retiradas apés 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56 e 64 horas de infec¢do,o tecido
esplénico foi retirado e levado para estudo histolégico. Os resultados mostraram
que todos os animais esplenectomizados tiveram menor indice de sobrevivéncia
que os animais do grupo-controle. Nos ratos jovens, o curso do processo
infeccioso foi menos agudo e houve um maior intervalo entre o aparecimento da
infecgdo, inicio dos sintomas e a morte dos animais. Histologicamente, a
regeneracdo do tecido esplénico no rato jovem apresentou maiores semelhangas

ao tecido original com melhor desenvolvimento da zona marginal. Os autores
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concluiram que o autotransplante esplénico era capaz de prevenir infecgdes
graves, principalmente em animais em fase de desenvolvimento.

CAMPOS, COELHO, LODDO, WIEDERKEHR ¢ SCHULZ (No
prelo) realizaram estudo, utilizando ratos Wistar, para determinar a quantidade
ideal de tecido esplénico e o melhor local de autotransplante. Os animais foram
divididos em dois grupos. No grupo I, o tecido esplénico era seccionado em
fatias de 1, 3, 5 e 10 mm de espessura, espalhadas na bolsa de omento. No grupo
II, o bago era seccionado em fatias de 3 mm de espessura, autotransplantadas na
bolsa de omento, no mesentério, no tecido subcutineo da parede abdominal e no
fundo de saco pélvico. Dez semanas depois, os animais foram sacrificados e os
autotransplantes retirados, pesados e submetidos a exame histolégico. Os
resultados mostraram que o niimero de autotransplantes recuperados foi menor
(68,8%) e o percentual de perda de peso foi maior no grupo de 10 mm de
espessura, enquanto houve recuperagao completa (100 %) dos autotransplantes de
3 mm. Todos os autotransplantes do omento, mesentério € tecido subcutineo
foram recuperados e somente 56,2 % dos autotransplantes do fundo de saco foram
recuperados. Os percentuais de perda de peso foram maiores no tecido
subcutaneo (73,7%) e fundo de saco (81,3%) que aqueles no omento (54,4%) e
mesentério (51,8%). Histologicamente, os componentes esplénicos identificados
foram menores no grupo de 10 mm e o nimero de componentes identificados nos
autotransplantes do omento, mesentério e tecido subcutineo foram similares,
enquanto que foram menores no fundo de saco. Os autores observaram que
autotransplantes de 1, 3 ¢ 5 mm eram melhores que os de 10 mm e os locais
preferenciais para esses autotransplantes eram o0 omento e mesentério.



3 Material e Método
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3 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi realizado nas disciplinas de Técnica Operatdria e
Cirurgia Experimental e de Anatomia Patolégica da Faculdade Evangélica de
Medicina do Parand (FEMPAR); na Disciplina de Técnica Operatéria e Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia e no Departamento de Patologia do
Setor de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do Parand (UFPR).

Utilizou-se a Nomina Anatomica Veterindria de 1983. Aplicaram-se
as normas para referéncias bibliogrificas e abreviaturas de titulos e periédicos da
Associagao Brasileira de Normas Técnicas (NBR-6023) de 1989 e as Normas
para Apresentacao de Trabalhos da UFPR (1992).

3.1 MODELO ANIMAL

Utilizaram-se 48 ratos machos da linhagem Wistar, adultos, pesando
entre 160 e 210 g, provenientes do Biotério do Instituto de Tecnologia do Paran4
(TECPAR). Os animais foram alimentados com ragdo padrao para a espécie
(Nuvilab-CR 1 Nuvital® - Curitiba - Paran4 - Brasil) e 4gua ad libitum e mantidos
sob condigdes laboratoriais, a temperatura estdvel, no laboratério de Técnica
Operatéria e Cirurgia Experimental da FEMPAR. Durante todo o estudo, foram
observados os Principios Internacionais para Pesquisa Envolvendo Animais
conforme orientagao do Conselho da Organizacio Internacional de Ciéncias
M¢édicas (1985).
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3.2 PROCEDIMENTO OPERATORIO

Apés jejum de 12 horas que antecedeu o experimento, 0s animais
foram submetidos ao procedimento cinirgico, realizado sob condigdes de limpeza.
Realizou-se anestesia do tipo inalatéria superficial com éter sulfiirico comercial
com ventilag@o espontdnea. A seguir, realizou-se a tricotomia da regiao ventral
do abdome, imobiliza¢do em deciibito dorsal horizontal e antissepsia com solugao
tintura de polivinilpirrolidona-iodo (Povidine Tintura®, Darrow). O procedimento
realizado em todos os animais foi o seguinte:

a) incisdao mediana xifopiibica;

b) inventdrio da cavidade abdominal para verificagao da presenga
de eventuais bagos acessorios;

c) exposicao do hipocondrio esquerdo, rebatimento do estdmago e
bago, com sua luxagdo parcial da cavidade abdominal e protecao com gaze
umedecida com solugdo de cloreto de sédio a 0,9%;

d) esplenectomia total apés isolamento, pingcamento e ligadura do
pediculo esplénico com fio de algodao 4/0 (Figura 1);

Figura 1 - Exposigdo do bago e pingamento do pediculo esplénico.
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e) secgdo transversa do baco em relagdo ao seu eixo cranmiocaudal,
em 4 pedagos, sendo que duas fatias de 3-5 mm de espessura de sua porgio

média serdo utilizados para o autotransplante (Figura 2, b+c);

Figura 2 - Secgdo transversal do bago produzindo dois pedacos em sua porgdo média.

f) confecgao de uma bolsa de omento, através de dobra do omento
gastrocélico; realizou-se o autotransplante das duas fatias de bago, conforme
descrito no item 3.2.e, aproximando-se as bordas da bolsa de omento com pontos
interrompidos de fio de poligliconato 4/0 (MAXON®) (Figura 3);

g) colocagdo dos fragmentos esplénicos constituidos pelos pélos
cranial e caudal (Figura 2, a+d) em formalina tamponada a 10% e
encaminhamento dos mesmos ao processamento histolégico para caracterizagdo
da amostra-controle;

h) revisao da hemostasia e reposi¢do do estdmago na cavidade
abdominal;

1) sintese da parede abdominal em 2 planos de sutura, utilizando-se
fio de poligliconato 4/0 (MAXON®).
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Os animais foram novamente alojados sob condi¢des habituais de

laboratério e receberam alimentacao e dgua ad libitum.

o

Figura 3 - Tido plénioo autotmsplanﬁdo na Is;a de omento.
3.3 OBSERVACAO POS-OPERATORIA E SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram divididos em 4 grupos de 12, denominados de
grupos A, B, C e D e avaliados, respectivamente, no 7°, 14°, 21° e 28° dias
ap6s o autotransplante. O procedimento de avaliagdo constou de:

a) sacrificio dos animais por intoxicagdo anestésica com éter
sulfirico comercial;

b) laparotomia mediana xifopubica e inventdrio da cavidade
abdominal;

c¢) recuperagao do tecido esplénico autotransplantado, mediante
ressec¢ao do mesmo (Figuras 4 € 5);

d) colocag@o do tecido esplénico autotransplantado recuperado em
frascos individuais numerados, contendo solucéo de formalina tamponada a 10%
e encaminhamento dos mesmos a processamento histolégico.
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Figura 4 - Tecido esplénico autotransplantado sendo recuperado da cavidade peritoneal.
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Figura 5 - Tecido esplénico autotransplantado recuperado, envolvido por omento.
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3.4 ESTUDO HISTOLOGICO

Realizou-se a fixagdo do tecido esplénico autotransplantado em
formalina tamponada a 10% durante 12 horas. Em seguida, iniciou-se o
processamento histolégico, que consistiu em:

a) desidratagio pelo dlcool etilico em concentragdes progressivas de
70 a 100%;

b) diafanizagio em xilol;

c) impregnagao por parafina a 58°C;

d) inclusdao em parafina com formagao do bloco.

A seguir, realizaram-se cortes do bloco de parafina, de 4 a 6 um
de espessura, os quais foram colocados sobre laminas de vidro e corados com
hematoxilina-eosina e pela técnica do tricromico de MASSON (MICHALANY,
1980). O exame histolégico foi realizado utilizando-se microscépio 6ptico. Os
parametros avaliados foram: cdpsula esplénica, polpa branca (foliculos linféides
e seus componentes), polpa vermelha, estrutura tecidual esplénica,
vascularizagio, linfécitos, plasmécitos e macréfagos. Compararam-se as amostras
em estudo com as caracteristicas histoldgicas dos pélos cranial e caudal do bago
utilizados como amostra-controle. A existéncia de necrose e esclerose do tecido
esplénico autotransplantado, recuperado de cada animal, foi também determinada,
comparando-se histologicamente cada fase de evolugao com o tecido esplénico
normal.

Os valores numéricos do grau de desenvolvimento adotados para
cada elemento histol6gico em estudo foram os seguintes: 0 (ausente), 1 (discreto),
2 (moderado) e 3 (importante).

3.5 AVALIACAO ESTATISTICA

Por se tratar de estudo de evolugdo e por serem numéricas as
varidveis consideradas, utilizou-se o coeficiente de correlagao linear (r) de
PEARSON para a andlise da relacdo estatistica entre as varidveis em estudo (-1

<r<l).



4 Resultados
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de observa¢do ndo ocorreram 6bitos entre os
animais submetidos ao autotransplante de bago. Ao inventirio da cavidade
abdominal, apds o sacrificio, observaram-se poucas aderéncias intraperitoneais
e auséncia de hematomas ou abscessos. Os tecidos esplénicos autotransplantados
foram facilmente identificados e recuperados em todos os animais.

4.1 HISTOLOGIA DO TECIDO ESPLENICO NORMAL

Observou-se tecido esplénico do tipo reticular, com células
reticulares, linfécitos € macréfagos, bem como uma cédpsula fibroeldstica com
trabéculas que se dirigiam para a regido central. Entre a cdpsula e as trabéculas
observou-se tecido pouco consistente e com grande quantidade de vasos
sangiiineos, identificados como as polpas vermelha e branca. A polpa vermelha
estava constituida principalmente por sinuséides, que formavam extenso plexo de
espagos sangiiineos irregulares e com dilatagdes; entre dois sinuséides estavam
os corddes da polpa (cordoes de BILLROTH). Na polpa branca notou-se a
presenca de foliculos linféides; nesta regido, observaram-se também as arteriolas
centrofoliculares, ramos das artérias trabeculares, que se apresentaram niao sé
excéntricas em relagao ao foliculo o qual atravessavam, mas também envolvidas
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por um manto linfético constituido por uma rede de células reticulares e por um
arcabouco de fibras reticulares com numerosos linfécitos. Foram observados
linfécitos em fases distintas de diferenciagdo, macréfagos e plasmécitos dando
origem ao centro germinativo. A zona nmarginal era constituida
predominantemente por linfécitos pequenos e células reticulares (Figuras 6 e 7).

Figura 6 - Fotomicrografia do tecido esplénico normal, onde se observa: 1) cdpsula; 2) polpa
vermelha; 3) polpa branca (foliculo linf6ide); 4) arteriola centrofolicular.

(Hematoxilina-Eosina, aumento de 40 vezes).
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Figura 7 - Fotomicrografia do tecido esplénico normal, onde se observa: 1) trabéculas;
2) centro germinativo; 3) zona marginal; 4) sinuséides; 5) cdpsula;

6) foliculo linféide. (Hematoxilina-Eosina, aumento de 40 vezes).

4.2 HISTOLOGIA DO AUTOTRANSPLANTE
4.2.1 DO GRUPO A (7 DIAS)

O tecido esplénico recuperado neste periodo demonstrou drea de
necrose central isquémica recente, envolvida por neutréfilos, ocupando os 2/3
internos do tecido esplénico autotransplantado, com sinais de atividade de
regeneracao, com células reticulares presentes e grande quantidade de pigmentos
de hemossiderina. A estrutura esplénica tecidual, nesta fase, apresentou-se
irregular, com tecido de granulacdo, capilares e c€lulas histiocitdrias fagociticas.

No 1/3 externo do autotransplante, notou-se o desenvolvimento inicial das fibras
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reticulares procurando adquirir um padrao concéntrico. Entre os elementos
linféides em diferenciagdo, observou-se um tipo de polpa vermelha primitiva,
com células plasmdticas, macréfagos, pigmentos de hemossiderina e linfécitos em
formagdao. Os sinusdides, nesta fase pouco definidos, apresentaram-se
marcadamente congestos, com eritrécitos no seu interior. A cdpsula, pouco
desenvolvida, apresentava tecido de granulacdo, fibras coldgenas densas, células
fusiformes e poucas trabéculas, as quais se estendiam para a drea central. Nao
se observou grau algum de desenvolvimento dos foliculos linféides (Figuras 8 e
9).

Figura 8 - Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado

apGs 7 dias: 1) zona central necrética; 2) tecido de granulagdo; 3) estrutura tecidual

esplénica irregular; 4) polpa vermelha. (Hematoxilina-Eosina, aumento de 40 vezes).
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Figura 9 - Fotomicrograﬁ do tecido esplénico autotransplantado
apds 7 dias: 1) zona central necrdtica; 2) zona de cicatrizagéo;
3) estrutura tecidual esplénica irregular. (Tricrdmico de MASSON, aumento de 40 vezes).

4.2.2 DO GRUPO B (14 DIAS)

Nesta fase, observou-se a persisténcia de pequena necrose no 1/3
central do autotransplante, com dreas de material hialino, presenca de fagocitose
e pigmentos de hemossiderina. A estrutura tecidual esplénica ndo se apresentou
bem definida, porém jd foram visualizados foliculos linféides, com auséncia de
centro germinativo e sem zona marginal. Foram observadas células do tecido
conjuntivo em diferenciagdo dentro das células reticulares esplénicas, com
formacdao de capilares. Os poucos sinuséides encontrados na polpa vermelha
apresentaram-se distendidos. Dentro da drea de regeneragdo foram encontradas
pequenas células com micleo escuro, precursoras dos eritrécitos. A cdpsula,
agora com maior desenvolvimento, foi observada em quase toda a periferia do
tecido esplénico autotransplantado (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Fotomicrografia do tecido esplénico autoransplantado
apos 14 dias: 1) necrose central; 2) foliculos linféides; 3) sinusdides;
4) vasos da polpa. (Hematoxilina-Eosina, aumento de 40 vezes).

Figura 11 - Fotomicrografia do tecido esplénico autolransplhntado
apds 14 dias: 1) estrutura tecidual esplénica; 2) cdpsula; 3) trabécula.
(Tricromico de MASSON, aumento de 100 vezes).
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4.2.3 DO GRUPO C (21 DIAS)

Observou-se uma grande proliferagdo vascular, com artérias e veias
constituindo o aspecto final da polpa vermelha. O tecido de regeneracao da
periferia do autotransplante esplénico apresentou-se estendido em diregao
centripeta e notou-se uma substitui¢do gradual da zona central necrética. Os
sinuséides apresentaram-se bem desenvolvidos e congestos, com uma polpa
branca ainda nao bem definida. Foram encontrados focos de linfécitos ao redor
das arteriolas, formando os foliculos linféides com centro germinativo em
desenvolvimento moderado e zona marginal pouco evidente. A regeneragao da
cdpsula apresentou-se em grau avangado, cobrindo quase toda a superficie do
tecido esplénico autotransplantado, com trabéculas, células plasmdticas e
fagocitose por macréfagos (Figuras 12 e 13).

Figura 12 - Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado

apds 21 dias: 1) vascularizagdo; 2) polpa vermelha; 3) sinuséides; 4) polpa

branca. (Hematoxilina-Eosina, aumento de 100 vezes).
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Figura 13 - Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado

apds 21 dias: 1) estrutura tecidual esplénica; 2) foliculos linféides;
3) cdpsula; 4) polpa vermelha. (Tricrémico de MASSON, aumento de 40 vezes).

4.2.4 DO GRUPO D (28 DIAS)

Nesta fase, observou-se uma semelhanga importante entre o tecido
esplénico autotransplantado e o bago normal, em todas as suas particularidades.
Encontrou-se uma superficie tecidual coberta por células mesoteliais € com fina
cdpsula de tecido fibroeldstico. A polpa vermelha apresentou uma reconstituigao
da estrutura tecidual esplénica, com trabéculas na maior parte do tecido e
algumas dreas cicatriciais com muitos macréfagos. A polpa branca consistiu de
pequenos foliculos linféides, com linfécitos maduros, centro germinativo em
atividade, bainhas linféides periarteriais ¢ zona marginal bem diferenciada. A
arteriola centrofolicular nao se apresentou bem diferenciada (Figuras 14 e 15).



Figura 14 - Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
apds 28 dias: 1) estrutura tecidual esplénica; 2) polpa vermelha; 3) cdpsula; 4) foliculos
linféides; 5) arteriola centrofolicular. (Hematoxilina-Eosina, aumento de 100 vezes).

Figura 15 - Fotomicrografia do tecido esplénico autotransplantado
apés 28 dias: 1) estrutura tecidual esplénica; 2) cdpsula; 3) polpa branca;
4) vascularizacdo. (Tricromico de MASSON, aumento de 40 vezes).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para o cdlculo da associagao entre o grau de desenvolvimento das
diferentes estruturas histoldgicas estudadas e o periodo de recuperacio do tecido
esplénico autotransplantado,utilizou-se o coeficiente de correlagao linear(r) de
PEARSON, que indicou uma correlagao positiva (r=0,95) nos elementos normais
em estudo. Os diagramas 1 a 6 ilustram resultados, no 28° dia, semelhantes ao
grupo-controle. O diagrama 7 (vascularizacdo) ilustra a comparagdao dos
resultados do grupo observado aos 28 dias, proximo ao grupo-controle.

Diagrama 1 - Desenvolvimento histolégico da polpa vermelha esplénica, em
relagdo ao tempo de observagao em dias.
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Diagrama 2 - Desenvolvimento histolégico da polpa branca esplénica, em relagao

ao tempo de observagido em dias.
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Diagrama 3 - Desenvolvimento histolégico dos foliculos linféides e sinuséides,

em relagdo ao tempo de observagido em dias.
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Diagrama 4 - Desenvolvimento histolégico da estrutura tecidual esplénica, em

relagdo ao tempo de observacdo em dias.
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Diagrama 5 - Desenvolvimento histoldgico da cdpsula esplénica, em relagdo ao

tempo de observaciao em dias.
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Diagrama 6 - Desenvolvimento histolégico do centro germinativo e da zona

marginal, em relagdo ao tempo de observagdo em dias.
-
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Diagrama 7 - Desenvolvimento histolégico da vascularizagdao, em relagdo ao
tempo de observacdo em dias.
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O coeficiente de correlagao linear calculado para a necrose e o
periodo estudado mostrou a existéncia de uma correlagdo inversa ou negativa
(r=-1). A esclerose ndo apresentou correlagao definida. A andlise comparativa
da necrose e esclerose apds 28 dias com o grupo-controle, revelou grau zero (0)
de desenvolvimento (Diagramas 8 ¢ 9). Em todos os elementos estudados, os
resultados obtidos para o grupo observado aos 28 dias foram os que estiveram
mais préximos dos resultados obtidos para o grupo-controle.

Diagrama 8 - Recuperagao histolégica do tecido esplénico a necrose, em relagao
ao tempo de observagdo em dias.
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Diagrama 9 - Recuperacéo histoldgica do tecido esplénico a esclerose, em
relagdao ao tempo de observacao em dias.

Grau de
recuperacao

Periodo de
observacao (dias)

" Controle 2
28 e
21 e
14 % ]’
7 2 "

% = Grau de esclerose observado
0 = ausente; 1 = discreto; 2 = moderado; 3 = importante.



5 Discussao



40

5 DISCUSSAO

O bago ocupa uma posi¢do central na distribuigdo sangiiinea
circulante, recebendo um volume por minuto préximo a 5%. Além do mais, o
bago representa um importante ponto de encontro entre as informagdes
antigénicas transportadas pelo sangue e o sistema imune. Duas grandes fungoes
do bago podem ser reconhecidas, que sio a sua capacidade de funcionar como um
grande filtro fagocitico e a qualidade de 6rgao produtor de anticorpos. A partir
do conhecimento de que individuos destituidos de bago, principalmente criangas,
apresentam risco aumentado para desenvolver infecgdes pneumocdécicas graves,
as alternativas de preservagido da fungdo esplénica passaram a ser consideradas
com a finalidade de preservar a fungao imunolégica do bago sempre que possivel
(WALKER, 1976; MORGENSTERN e SHAPIRO, 1979; KAKKASSERIL,
STEWART, COX e GELFAND, 1982; DICKERMAN, BOLTON, COIL,
CHALMER e JAKAB, 1979; KRIVIT, GIEBINK e LEONARD, 1979;
FELICIANO, BITONDO, MATTOX, RUMISEK, BURCH e JORDAN, 1985).

5.1 ESCOLHA DO ANIMAL

O modelo animal utilizado no presente estudo foi o rato da
linhagem Wistar, por apresentar baixo custo de obtencdo, necessitar de pequena
drea fisica para alojamento, ser de fdcil manipulagao e por j4 ter sido utilizado
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como modelo animal no estudo da fungio esplénica por outros pesquisadores
(RODRIGUES, NIGRO, PAIVA, SEMENTILLIe TAVARES, 1991; CAMPOS,
COELHO, LODDO, WIEDERKEHR e SCHULZ, 1993). Utilizou-se a
confeccdo de uma bolsa a partir do omento maior como local de autotransplante
do tecido esplénico, visto que o omento € dotado de rico suprimento vascular,
permite fdcil reintegracdo do tecido, impede a migracao deste tecido
autotransplantado e mantém o bago dentro da circulagdo portal, onde ele
normalmente estd situado. H4 estudos que demonstram uma capacidade esplénica
funcional superior, com altos titulos de anticorpos, quando comparada com outros
locais de implantagio (IINUMA, OKINAGA, SATO, TOMIOKA e
MATSUMOTO, 1992). No presente estudo ndo se observaram limitagoes em
funcao do modelo animal empregado.

5.2 TECNICA OPERATORIA

A utilizagdo de fatias de tecido esplénico, com espessura de 3 a
5 mm, permite manter-se preservada a estrutura sinusoidal do bago, fator
importante na manutengdo da fungdo de filtragdo de bactérias da circulagio
sangiifnea (CORAZZA, TAROZZI, VAIRA, FRISONI e GASBARRINI, 1984),
visto que o tecido esplénico autotransplantado sofre uma necrose parcial precoce
e se regenera a partir de uma camada periférica de células remanescentes. Em
autotransplantes em que os tecidos esplénicos sdo mais espessos, a necrose
progride e a 4rea central do tecido fica totalmente comprometida antes que o
processo regenerativo possa alcangd-la, demonstrando que a espessura do
fragmento de tecido esplénico autotransplantado € um fator fundamental na
preservagao da viabilidade deste (MOORE, STEVENS, MOORE ¢ ARAGON,
1983; PATEL, WILLIAMS, NAIM e HINSHAW, 1986).

Tecnicamente, o autotransplante esplénico nao apresenta
dificuldades. A criagdo de uma bolsa utilizando o omento gastrocélico nao
aumenta o tempo operatério de maneira significativa e nao estd associada a
complicacdes pés-operatorias (COONEY, MICHALAK, MICHALAK e FISHER,
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1981). A realizagio de outros procedimentos, tais como esplenectomias parciais,
consomem mais tempo e aumentam a morbimortalidade enquanto que o
autotransplante utilizando uma bolsa do omento maior propicia uma boa
viabilidade tecidual, com baixas taxas de complicagoes (KUSMINSKY, CHANG,
HOSSINO, ZEKAN e BOLAND, 1982; WILLIAMS, PATEL e¢ HINSHAW,
1982; CHAIKOF e McCABE, 1985). Nio houve, no presente estudo,
dificuldades técnicas durante a realizagdo dos autotransplantes. Todos os tecidos
esplénicos autotransplantados foram recuperados da cavidade abdominal sem
sinais de complicagdes intra-abdominais.

5.3 CARACTERISTICAS DOS AUTOTRANSPLANTES

Os tecidos imunolégicos e hematopoéticos apresentam algumas
caracteristicas estruturais e funcionais em comum, por serem, do ponto de vista
funcional, filtros vasculares com uma rede reticular que armazena células
sangiiineas. Outra caracteristica comum destes tecidos € sua capacidade de
regeneragdo completa apds autotransplante para drea ectépica. As células
reticulares associadas a rede reticular sdo responsdveis por esse potencial
regenerativo. O crescimento do tecido esplénico autotransplantado consiste de
uma fase degenerativa inicial, seguida por uma regeneragao. Esses tecidos sofrem
uma necrose quase total, a qual pode ser observada no centro do tecido,
semelhante 2 necrose de coagulagdo, como observado nos casos de interrupgao
abrupta da circulagdo. O autotransplante esplénico passa a apresentar baixa
quantidade de células como um todo, com desaparecimento concomitante dos
elementos linféides. Uma faixa de tecido esplénico, entretanto, permanece vidvel,
assumindo uma disposi¢io na zona externa do tecido autotransplantado. A
viabilidade desta regiao é mantida por perfusio dos nutrientes através dos vasos
da bolsa criada a partir do omento (PERLA, 1936).

O termo esplenose € utilizado para definir a capacidade que
apresenta o tecido esplénico de se regenerar em qualquer lugar dentro e fora da
cavidade peritoneal, quando desalojado de sua posigao natural, de maneira
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acidental ou intencional (FLEMING, DICKSON e HARRISON, 1976). Este
desenvolvimento, em curto espago de tempo, iguala-se microscopicamente ao
tecido esplénico normal e € capaz de promover recuperacdo da atividade
esplénica, fato este refletido por uma redugdo significativa dos indices de
mortalidade por infec¢des graves. Este retorno de atividade por esplenose é bem
reconhecido clinicamente apés remogio do bago por ruptura traumdtica
(PEARSON, JOHNSTON, SMITH e TOULOUKIAN, 1978).

A observagao da fungdo esplénica em nivel laboratorial €é
demonstrada com o retorno a normalidade dos niveis séricos de substancias como
opsoninas, tuftsina, plaquetas e imunoglobulina do tipo IgM, do clareamento da
circulagdo sangiiinea de substincias como células-alvo e corpos de
HOWELL-JOLLY (ORDA, BARAK, JACK-BARON, SPIRER e WIZNITZER,
1981; HOLDSWORTH, 1991). O autotransplante esplénico também € capaz de
intensificar a resposta imunolégica do animal de experimentacido, quando
submetido a infecgbes respiratérias, abdominais ou sistémicas. Este efeito
protetor pode ser observado principalmente quando os animais utilizados no
experimento sdo jovens (KOVACS, CARIDE e TOULOUKIAN, 1981;
WILLFUHR, WESTERMANN e PABST, 1992). Apesar de no presente estudo
terem sido utilizados animais adultos, ndao foram encontradas dificuldades para
a recuperacao do tecido autotransplantado, durante o inventdrio da cavidade
abdominal.

5.4 OBSERVACAO CLINICA

A opgao pela avaliagao dos animais nos tempos estabelecidos no
presente estudo, bem como a iltima avaliagido apds o 28° dia de autotransplante,
fundamenta-se nos fatos de que a regeneragao do tecido esplénico apresenta
algumas caracteristicas estruturais, as quais se processam nesse periodo e que o
estudo histoldgico seriado concomitante € capaz de mostrar as diferentes fases de
evolugao deste tecido. TAVASSOLI, RATZAN e CROSBY (1973) demonstraram
que, em 28 dias, o tecido esplénico autotransplantado apresenta as caracteristicas
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histolégicas semelhantes as do tecido esplénico normal. PERLA (1936) descreveu
a seqiiéncia de desenvolvimento histolégico na regeneracdao de transplantes
esplénicos e demonstrou regeneragao completa entre os dias 12 e 21, acreditando
também que as células reticulares desses tecidos esplénicos autotransplantados
serviam como precursores de elementos estruturais por manterem a
potencialidade de diferenciagao.

Durante a regeneracdo de um autotransplante esplénico, a
proliferacao de células reticulares € a resposta dominante, seguida pela
diferenciacido destas células em linfécitos, mondcitos do tipo reticuloendotelial,
plaquetas e endotélio dos seios venosos. A diferenciagao dentro das células do
tecido conjuntivo primitivo d4-se pela penetragdo de capilares do omento
maior,que invadem o tecido autotransplantado, a partir da cdpsula esplénica
(CAMERON e RHEE, 1959). No presente estudo, a zona de desenvolvimento
observada na 3* semana consistiu de células de tecido conjuntivo interpostas com
hemdcias, desenvolvendo-se dentro da polpa vermelha, que se apresentava
infiltrada por coldgeno e tecido fibroso. Neste periodo, observou-se, também,
uma redugao do sistema reticuloendotelial do bago. A proliferagao se deu de
forma gradual, substituindo a zona central necrética. Na quarta semana, foram
observados dois grandes componentes, que sdo os vasos que suprem a polpa
vermelha e os vasos responséveis pela nutricio da zona marginal e polpa branca.
No presente trabalho, percebeu-se que a vascularizagdo do tecido esplénico
autotransplantado se desenvolveu gradualmente e as estruturas das arteriolas € os
vasos trabeculares tornaram-se evidentes.

Com o desenvolvimento gradual da vascularizagao, o grupo de
células vidveis dispostas na periferia proliferou, formando novas 4reas de polpa
vermelha, polpa branca e zona marginal. Nesta iltima, foram encontrados
macréfagos e linfocitos. Trabéculas e foliculos esplénicos, com os novos
elementos linféides maduros, diferenciaram-se dos tecidos que permaneceram
vidveis em toda a periferia do tecido esplénico autotransplantado. Uma vez que
a rede de tecido conjuntivo atingiu um grau de vascularizagdo final, o tecido
linféide se restabeleceu a partir de linfécitos circulantes. Todas essas observagoes
demonstraram também que a regeneracdio do tecido esplénico e o seu
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desenvolvimento embriolégico normal se assemelham, conforme descrito por
TAVASSOLI (1975).

5.5 FATOR DE REGENERACAO DO BACO

Com relagdo aos fatores responsdveis pela regeneragao do tecido
esplénico, TAVASSOLI (1975) notou que, quando os autotransplantes esplénicos
eram os lnicos tecidos remanescentes funcionais do baco, o desenvolvimento se
dava de uma forma melhor e mais rdpida. O autor sugere que a auséncia de
qualquer outro tecido esplénico poderia ser o fator responsdvel pela regeneragao
dos autotransplantes esplénicos. O autor propds a existéncia de algum fator
humoral que agiria por mecanismo de feed-back negativo inibidor de crescimento.
Apesar de alguns estudos demonstrarem que fragmentos esplénicos fracassam em
se regenerar se 0 bago ou outro tecido esplénico estd presente (MARINE e
MANLEY, 1920), trabalho realizado por RODRIGUES Jr., RODRIGUES,
YAMAMURO, KOMO, BIROLINI e OLIVEIRA (1987) contesta esta afirmagao.
No presente estudo, esta varidvel (bago presente ou ausente) nao foi estudada. A
hipétese de que o tecido esplénico € capaz de se regenerar, mesmo na presenga
de tecido esplénico remanescente (como ocorre na esplenectomia parcial ou na
presenga de bagos acessérios), constitui uma varidvel que requer estudos
adicionais.
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6 CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir
que:

1. Observou-se uma regeneragao histolégica dos tecidos esplénicos
autotransplantados em uma bolsa criada a partir do omento gastrocélico em ratos.

2. As fases do processo de regeneragio variam conforme o tempo
decorrido do autotransplante, desde necrose quase total do tecido esplénico
autotransplantado até o 7° dia, passando por uma fase de neoformagao vascular
centripeta apSs 14 dias de autotransplante, reorganizagao estrutural e celular apés
21 dias, atingindo uma total recuperagao histolégica no 28° dia apés a realizagio
do autotransplante, compardvel ao tecido esplénico normal.
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AUTOTRANSPLANTE ESPLENICO

DATA: /| | _

GRUPO

[ ] CONTROLE
[ 17 DIAS

[] 14 DIAS
[]21 DIAS

[ 128 DIAS

PESO:

TECIDO ESPLENICO -
IMPLANTE -

TEC. RECUPERADO -

FICHA DE AVALIACAO

ANIMAL N° FOTOGRAFIA N°

MACR A

MICROSCOPIA

LAMINA N°

1. POLPA BRANCA [] 2. POLPA VERMELHA [ ]

3. FOLICULOS LINFOIDES [ ] 4. LINFOCITOS [ ]

5. CAPSULA [] 6. ESTRUTURA ESPLENICA [ ]
7. VASCULARIZACAO [ ] 8. MACROFAGOS [ ]

9. NECROSE [ ] 10. ESCLEROSE [ ]

11. SINUSOIDES [ ]

12. CENTRO GERMINATIVO [ ]

13. ZONA MARGINAL [ ]

[0] AUSENTE - (1) DISCRETO - [2] MODERADO - [3] IMPORTANTE

OBSERVACOES:




